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RESUMEN. 
RESUMEN 
En el presente trabajo se han aislado mutaciones en siete genes distintos, que 
afectan a la regulación de ba expresión del gen de la H*-ATPasa de la membrana 
piasmática de levaduras (PMA1). Se ha clonado y secuenciado uno de estos genes 
(APAI). Cepas carentes del gen APAl son defectivas en la regulación de la e-xpresión 
de PMA1 por glucosa. 
We have isdated mutations on seven genes that cause a defective regulaiion 
of ihe PMAl expression, One of these genes {APAí) was cloned and sequemed. We 
show that deletion of APAl affects the glucose-dependent expresslion of  PMAI. 
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1.1.- PAPEL FISIOLÓGICO DE LA E'-ATPasa DE LA MEMBRANA 
PLASMATICA DE LEVADURAS. 
La Ht-ATPasa es el componente mayoritario de la membrana 
plasrnátiw de levaduras, su papel es el de transportar protones al exterior 
dular, lo que genera un gradiente de pH (Serrano, 1984). Este gradiente de 
protones tiene dos funciones fisiológicas muy importantes para las células: 
suministrar la energía necesaria para el transporte activo secundario, y regular 
el pH intracelular de la levadura (Serrano, 1989). 
El gradiente de protones regula el transporte de tres tipos de nutrientes 
(figura 1.1) (Serrano, 1985). Las moléculas sin carga (azúcares y aminoácidos 
neutros), pueden cruzar la membrana mediante sirnporte de protones. El 
transporte de sustratos aniónicos (cloruro, sulfato, focfato, iactato, acetato y 
aminoácidos aniónicoc) y el transporte de sustratos catiónicos (K+, NH,+, Caz*, 
Na+, Mg2* y aminoácidos catiónicos) pueden ser mediados por un simporte 
con protones, o por canales ionicoc (uniporte) dependientes del potencial de 
membrana, el cual es generado mayoritariamente por la H*-ATPasa. Por 
ultimo, la expulsión de compuestos de desecho a través de la membrana 
plasmática está mediado por antiportes de protones. 
El papel de la H'-ATPasa en la regulación del pH intracelular, se infiere 
del estudio del pH intracelular en rnutantes que expresan una ATPasa con baja 
actividad, o bien expresan bajos niveles de ATPasa (Portillo y Serrano, 1989; 
Vallejo y Serrano, 1989). En ambos casos se puede establecer una correlación 
entre la actividad ATPasa y el pH intracelular cuando las levaduras son 
crecidas en un medio ácido (pH 34). Bajo estas condiciones, el crecimiento 
también está correlacionado con los niveles de actividad ATPasa. Por lo tanto, 
al menos a pH Bcido, la ATPasa es un factor limitante para el crecimiento 
cetular y, es esencial para la regulación del pH. 
X H+ 
CITOPLASMA 
H + 
Fiaura 1 .l. Diagrama de mecanismos de transporte oonocidos en la membrana plasm6tfoa 
de levaduras: 1. H*-ATPasa; 2. Canales de cationes; B. Canales de aniones: 4. Difusibn facilitada 
de azúcares; 5. Sirnporte de H+ [x = azúcares, amindcidos, Pi, SO+*, punnas, pinmidinas, vitaminas, 
carboxilatos); 6. Antipofte de HC (y = Ca++, S-adencsi!rneiionina, NaC): 7. Difusfón pasiva (z = O ,  COZ, 
etanol). 
La H'-ATPasa de levaduras pertenece a la familia de bombas de iones 
det tipo E-P (Serrano, 1991) o tjpo P (Perdesen y Caraioli, 1987). Estas familias 
incluyen enzimas como la e-ATPasa bacteriana, Ca2+-ATPasa de animales y 
plantas, y (Na+,Kc)- y (H+,Kc)-ATPasa de animales. Estas ATPasas contienen 
una subunidad catalítica simple de 70-130 Kda. Se ha descrito una subunidad 
accesoria en la Na',Kf-ATPasa de células animales (Jorgensen y Andersen, 
1988), en la K+-ATPasa de Escheffchia mco/i (Hesse y col, 1984) y, más 
recientemente, en la H+-ATPasa de levaduras (Navarre y col, 1992). Las 
enzimas de esta familia se caracterizan porque forman un intermediario 
aspartil-fosfato durante el ciclo catalítico y son sensjbles a vanadalo. 
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Teniendo en cuenta las limitaciones de los métodos empleados para 
predecir los segmentos transmembrana, un análisis de hidrofobicidad 
comparativo de las (E-P)ATPasas (Semno y Portillo, 1990; Goffeau y Green, 
1990) sugiere una estructura consenso can diez hélices transmembrana en 
todas las ATPasac eucarióticas (figura 1.3). 
Dominio ds transduccion 
y fosforiiacidn 
A 
Dominjo 
- 
üotnino 
A 
Canal Catibniw 
Figura 1.3. Un modelo de los dominios tiansmembrana de la Ht-ATPam. MI-MI0 muestra la 
prediccidn de 10 hélice. transmembrana. La predicción de ermindcidos cargados fuera de la membrana 
o en las helices transmembrena y c o n c e d a s  a io largo de todas las H*-ATPasas están marcados con 
un círculo. La posición de la de los motivos conservados están indicados mediante rectangulos 
blm-. Fa longitud que las barras es apr0Xi~adamente proporcional al número de 
aminokcidos de cada dominio. 
Este modelo está en concordancia con la localización citoplasrnática de 
los extremos amino y carboxilo de la enzima, como fue deteminado mediante 
el uso de anticuerpos específicos (Mandala y Slayman, 1989; Monk y col, 
1991) y con el análisis de péptidos liberados tras el tratamiento con tripsina 
de la enzima, reconstituido en liposomas (Scarborough y Hennessey, 1990). 
Todos los motivos conservados se localizan dentro del citoplasma (figura 1.3). 
El motivo I está ubicado en una pequeña región hidroñlica y los motivos Il-VI 
están situados dentro de un gran dominio central hidromico. 
En las hélices transmembrana hay una serie de aminoácidos cargados, 
conservados en todas las H*-ATPasas, que podrían formar un canal polar a 
través de la membrana (figura 1.4), por donde tiene lugar el transporte del 
protón. Mediante mutagénesis dirigida de estos grupos polares, se ha 
comprobado que la arginina 695 en la hélice transmembrana M5 y el ácido 
aspártico 730 en la hélice transmembrana M6, son esenciales para la 
actividad, por lo que podrían formar parte del mecanismo de transporte del 
protón, a través de la membrana (Portillo y Serrano, 1990). 
Fisura 1.4. Aminoácldos propuestos como irnpllcados en la fortnaclón del canal polar a través de 
la membrana plasdtloa por la H+-AlPasa. Las flechas indican la dirección (amino + carboxilo) de 
los 10 dominios transmembrana de la H*-ATPasei. 
1.3.- MODELO DEL SITIO ACTIVO DE LA E"-ATPasa DE LEVADURA. 
Mediante mutagénesis dirigida, se han obtenido una gran cantidad de 
rnutantes de la H+-AfPasa de levadura [Serrano y Portillo, 1990). El análisis 
"in vivo" e "in vitro" de estos rnutantes ha permitido identificar una serie de 
arninoácidos esenciales para la actividad de la enzima. En la Tabla 1.1 se 
resumen las funciones propuestas de los distintos dominios conservados y en 
la figura 1.5 se muestra un modelo del sitio activo y del mecanismo de las (E- 
P)ATPasas, deducido a partir de estos estudios. 
Tabla 1 .l. Secuencia de las reglones conservadas en las H'-ATPa88s eucarlontes y su probable 
función. 
En la conformación E,, las regiones conservadas t l l  y VI podrían formar 
el sitio de unión del ATP. Los ácidos aspárticos 534, 560 y 638 (en las 
regiones IV, V y VI respectivamente) parecen participar en la unión a adenina, 
ya que, mutaciones producidas en estos aminoácidos, disminuyen la 
especificidad por el nucleótido en la enzima (Portillo y Serrano, 1988). 
REGIÓN 
t. DXSX(I.L)TGES 
tk. (1,YCSDKTGTLTXN 
Ifl. KGA 
IV. DPXR 
V. MXTGD 
VI. TGDGXNDXPXLWAXXGXA 
FUNCIÓN PROPUESTA 
Hidrólisis del intermediario, acoplamiento de la hidrólisis de 
ATP al transporte dei protón 
Intermediario fosforilado, transducclón de energía 
Unión a ATP (zona: fedato) 
Unión a ATP (zona: adenina) 
Unih a ATP (zonpl: adenina) 
Unión a ATP (zona: adenina y fosfato), hidrólias del 
intmediafio 

Después de la transferencia del grupo fasfato y del ATP al ácido 
aspártico 378 en el dominio consewado 11, la enzima cambia a la conformación 
E,. Se ha comprobado que la formación del aspartil-fosfato es esencial para 
la actividad de la enzima (Portillo y Serrano, 1988). La prolina 335 situada en 
la hélice transmembrana M4 es esencial para la actividad (Portillo y Serrano, 
1988), y parece participar en el cambio conformacional E, -, E, de la enzima 
(Brand1 y Deber, 1986). 
En la conformacíón E, el intermediario fosforilado es hidrolizado y ef 
protón es bombeado hacia el exterior. Mediante mutagénesis dirigida, se ha 
obsewada que el ácido glutárnico 233, situado en el dominio C O ~ S ~ N ~ ~ O  1, es 
importante para la hidrólisk del intermediario fosforilado (Portillo y Serrano, 
1988). Otras mutaciones en el mismo dominio (ácido aspártico 226 y serina 
234) dan una enzima en la que se desacopla la hidrólisis del ATP (Portillo y 
Serrano, 1989). Estos resultados sugieren que el dominio conservado I es 
esencial para el acoplamiento de la hidrólisis del ATP al transporte de 
protones. 
Finalmente, aunque no se muestra en la figura 1.5, la arginina 695 
situada en la hélice transmembíana M5 y el ácido aspártico 730 situado dentro 
de la hélice transmembrana M6 (Portillo y Serrano, 1989) (figura 1.3) podrían 
formar parte de una vía de transporte de protones a través de la membrana 
plasmática, ya que son esenciales para la actividad de la enzima. 
1.4.- REGULACIÓN DE LA ATPasa DE LA MEIMBRANA PLASMATICA. 
En las células de levadura, la actividad y la expresión de la ATPasa está 
regulada por diferentes factores ambientales (Serrano, 1983; Tuduri y col., 
1985; Lentzen y col., 1987; Eraso y Gancedo, 1987; Rosa y Sá-Correia, 199t ; 
Benito y col., 1992; Amigo y col., 1993), de los cuales el mejor conocido es 
la presencia de glucosa en el medio de cultivo. La regulación de la ATPasa 
por gtucoca tiene lugar a dos niveles. 
A nivel post-transcripcional, la glucosa induce un estado activado de la 
enzima debido a la modificación reversible de los parámetros cineticos Km, 
Vmax y pH Óptimo (Serrano, 1983). Esta regulación está mediada por 
fosforilacion (Rao y Slayman, 1993) y en ella parece que el extremo carboxi- 
terminai de la enzima actúa como un dominio autoinhibitorio (Portillo y col., 
1989 y Portillo y col., 1991) que interacciona con otros dominios funcionales 
para limitar la entrada del ATP y de los protones al sitio activo (Eraso y Portillo, 
1994). En el modelo propuesto para explicar esta regulación, la adición de 
glucosa provocaria la fosforilacion de 2 aminoácidos situados en el extremo 
carboxilo (Ser 899 y Thr 9121, lo que d a 6  lugar a un cambio confomacionat 
que haría desaparecer la interacción inhibidora (Eraso y Portillo, 1994). 
A nivel transcripcional, la glucosa aumenta la expresión de PMAl 
mediante un mecanismo desconocido (Rao y col., 1993). La expresión de 
PMAI también se encuentra regulada por el factor transcripdonal 
TUF/RAPl/GRFl (Capieaux y col., 1989). El hecho de que en la expresión del 
factor TUFjRAPlJGRF1 esté a su vez regulada por glucosa (Capieaux y 
co1.,1989), es lo que ha llevado a proponer que la regulación de la expresión 
del gen de la ATPasa por glucosa, tiene lugar a través del factor 
transcripcional TUF/RAPI/GRFl (Rao y col., 1993). 
CAPITULO 2.-OBJETIVOS. 
El objetivo que nos propusimos a lo largo de[ trabajo, fue aislar y 
caracterizar genes implicados en la regulación de las niveles de ATPasa de la 
membrana plasmátka de levaduras. 

3.1. - MATERIAL BIOLÓGICO. 
3.1.1. Cepas de Saccharomycss cerevisiae. 
Las cepas de S cerew;siae utilizadas a lo largo del presente trabajo con 
su genotipo correspondiente, se detallan en la tabla 3.1. Todos los mutantes 
afectados en sus niveles de ATPaca se obtuvieron a partir de la cepa 
BWG 1-7A. 
Tabla 3.7. Cepas de S. cerevisia~ 
3.X.2. Cepas de Escherichia coli. 
Las cepas de Eschenchia co/i que se utilizaron para la propagación 
de plásmidos fueron, indistintamente TG1 y DH5a. La cepa XLl -blue se utilizó 
para la transfección con los vectores fágicos M13mp 18 y 19 (Messing, 1983). 
(Tabla 3.2) 
Tabla 3.2. Cepas de E. cofi 
3.2.- VECTORES DE CLONACI~N. 
Para la realización de todas las construcciones genéticas, amplificación 
y secuenciacion de los gene mutados, se utilizaron los plácmidos pUCl8 y 
pUC19, y los vectores fágicos M13mp18 y 19 (figura 3.1). Para la 
transformación de levaduras se han utilizado los plásmidos que se muestran 
en la tabla 3.3 y figura 3.1. 
REFERENCIA 
Sarnbrook y col., 
1982 
Hartahan y wl., 
1983 
Bullock y col., 1987 
CEPA 
TGI 
DH5u 
XLI Blue 
Tabla 3.3. Piásmidos utilizados para la translormaclón de levadura. 
GENOTIPO 
F'(traD 36 pmAB' lac 19 lacZhM15) SUPE h- thi 
A(lac-proAB) 
[F rncrA mcrB mrr phidaO laciAM15 Alac(ZYA-argF) 
U169 recAl endAl hsdR hadM supE44 +-thi-1 gyrA9 
relA] 
([F' proAB lacq AiMi 5 Tnl O (tet)T r e d  endAl 
gyrA96 thi hsdrl7 supE44 retAl A-(lac.)} 
El plasmido pJJ242 (Jones y Prakash, 19901, figura 3.1, se uso para 
obtener el gen URA3 de levadura, que a su vez se utilizó para la interrupción 
del gen APA1. 
I-Iind 111 0.03 
&u X 7.32 
Kpn 14.22 
Kpn 1452 
iiaura 3.1. Mapa de l o s  plásmidas empleados en &e trabajo. 
Pvu 11 0.m 
PJ J242 Kpn 10.24 
3.85kb aU R A ~  
AmpR LacZ 
Pru II 2.47 
Sca 12.35 Hind 111 1.44 
PVU n 1.5s 
pRS315 
6.02kb 
&u 14.88 Bst XI 1.W 
Kpn 1 1.51 
W u  II 3.45 
S~~I.B~~XI.~I.B~~HI.S~~I.PSLECORI.W~~~II~.C~~I.S~~IX~~I.K~~I 
pRS316 
6.1 2kb P\u 14.88 
Ptu U 3.4s 
Sacl.BstXIXbaIBa~I.SmalSstl.E~R1~indIII.CLaI.SalI.WoI.K~~ 
Fiaura 3.1. Continuación. 

Fiuura 3.1. Continuaoión. 
3.3.- MEDIOS DE CULTIVO. 
3.3.1. Medios de cultivo de E. coli. 
E m/i fue cultivado a 37°C en medio LB (bactotriptona 2%, extracto de 
levadura 1% y NaCl 1%, a un pH de 7.2 al que se añadía ampicilina (50pg/ml) 
o tetraciclina (20pglrnl) para seleccionar loc transformantes por resistencia a 
estos antibiótiws. Cuando se cultivaban vectores derivados de M13, las 
bacterias eran crecidas en medio H (bactotriptona 1% y NaCl 0.8%). 
3.3.2. Medios de cultivo de S. cerevisins, 
Las cepas de cerewsiae se cultivaron a 30% en medio YPD (extracto 
de levadura 1%, bactopeptona 2% y glucosa 2%). Para la selección de 
mutantes de levadura resistentes a higromicina B, se atiadio al medio 
15Qiglml del antibiótico. Para la selección de transformantes de levadura se 
utifizo el medio mínimo compuesto por YNB sin aminoácidos (Difco) 0.7%, 
glucosa 2% o galactosa 2%, o glicerol 2% más lactato 2%. En los rnutantes 
auxotróficos se añadió al medio adenina 4Opg/ml, uracilo 40pg/rni, L-histidina 
100pg/ml, L-teucina 30pg/ml, o L-threonina 200pg/ml, según cada caso. En 
todos los casos, los medios fueron tamponados con 50mM MES y ajustados 
a pH 6.0 con Tris o con 50mM ácido succínico y ajustado a pH 3.0 con Tris. 
Para el crecimiento de las cepas de levadura en medio sólido se añadía a los 
medios anteriores agar al 2%. El seguimiento del crecimiento se realizo por 
medida de absorbancia a 660m en un espectrofotómetro, Spectronio-20 
Bausch & Lornb. 
3.4.- &TODOS DE TRANSFORMACI~P~I CELULAR. 
Las células competentes de E coh' (cepas TG1, DH5a y XLIBIue) se 
preparaban por el método descrito por Hanahan (1 983). Para la transformación 
de células de levadura, se ha utilizado el método del acetato de litio descrito 
por lto y col. (1983). 
Los cruzamientos entre cepas haploides, el aislamiento de diploides, fa 
esporulacici6n y posterior disección de tétradas, han sido realizadas según los 
métodos descritos para S. cerevicae por Sherman (1986) y Sherman y Hicks 
(1997). 
3.6.- PREPARACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS. 
3.6.1. Obtención de DNA plasmídico de E. coli. 
Para obtener en grandes cantidades el DNA plasmídico se purificó por 
oentrifugación isopícnica en gradientes de CICs. Según el método descrito en 
Sambrook y Maniatis (1982). Para preparaciones rápidas, se utiliz6 el sistema 
desamllado por Quiagen, siguiendo el protocolo indicado por la casa 
comercial. La cuantificación de DNA se realizó midiendo la absorbancia a 
260nm en un espectrofotómetro, y comprobación mediante electroforesis en 
gel de agarosa al 0.7%. 
Para obtener pequeñas cantidades de DNA plasmídico, seguimos el 
protocolo de Holmes y Quigley (1987). 
3.6.2. Obtención de DNA total de levaduras. 
Para el aislamiento de DNA total de levaduras para análisis de Southern, 
se sigui6 el método descrito por Hoffrnan y Winston (1987). 
3.6.3. Obtencibn de RNA total de levaduras. 
El RNA total de levaduras se obtuvo siguiendo el método descrito por 
Carlson y Botstein (1 982). 
3.6.4. Extracción de piásmidos de levadura. 
Se us6 e[ método descrito por Rothstein (1985). 
3.7.1. Eleetroforesis de DNA. 
La separación de fragmentos de DNA se realizó en geles de agarosa 
horizontales, sumergidos en tampón TBE (Tris-borato 45mM, EDTA 1 mM pH8) 
con Bromuro de &dio a una concentración de 0.5pglml según el protocolo 
descrito por Sambrook y col. (1989). La concentración de agarasa fue del 
0.7%, salvo en los casos en que los fragmentos de DNA tenían un tamaño 
inferior a 0.5Kb, que se usaba,al 27% 
En la secuenciación de DNA se utilizaron geles de acriiamida al 8% 
(acrilamida ?.e%, bisacrilamida 0.4%, urea 6M en tampón TBE). 
3.7.2. Electroforesis de RNA. 
Los geles se prepararon según el método descrito por Lerach y col. 
(1 977) en tampón MOPS a pH 7.0 (MOPS 0.2M, NaAc 50mM y EDTA 10mM) 
que contenía agarosa al 1% y forrnaldehido al 1.90?. La electroforesiic se 
realizó en el mismo tampón. Antes de ser aplicadas las muestras de RNA, se 
trataron con un tampón de desnaturalización (1mM formamida, IOxMOPS y 
0.03mM forrnaldehido) y calentadas a 68°C durante 5 minutoc. 
3.7.3. Electmforesis de proteínas. 
Las distintac fracciones proteicas se resolvieron en geles de 
poliacnlamida-SDS, según el método descrito por Laemmli (1970). 
El fragmento de 3kb (fragmento KpnISaLj que contenía el gen APA 1, 
se subclonó en los vectores fágicos M13mp18 y M13rnp19 para permitir la 
lectura en ambos sentidos. El método de secuenciación utilizada fue el de 
terminación de la cadena con dideoxinucleótidos (Sanger y col., ?977), usando 
el equipo 2.0 Sequenase (U.S. Biochernical Corp), y como cebadores 
oligonuclebtidos sintkticos. El análisis de la secuencia obtenida se realizó 
aplicando el paquete de programas de UWGCG (Deveraux y col., 1984). 
3.9.- AMFLIFICACIÓN DE DNA MEDIANTE PCR. 
La amplificación de fragmentos de DNA mediante la técnica de la 
reacción en cadena de la polimerasa, se realizó según el metodo descrÍto por 
Taylor y col. (t989). Las secuencias de los oligonucleátidos utilizados como 
cebadores, se obtuvieron a partir de las secuencias de los genes publicadas 
en el EMBUGenBank. 
3.10.1. Transferencia de DNA o RNA a un soporte sólido. 
La transferencia de DNA o RNA a f i l t ra de nylon (Arnersharn, Hybond- 
N) o nitrocelulosa (Millipore) se realizó, según describe Southern (Sou-thern, 
19751, por capilaridad durante 16 horas, usando 10xSSPE (NaCI, NaH,PO, y 
EDTA pH 7.4) y fijando el DNA o RNA mediante luz ultravioleta. 
3.10.2. Marcae de sondas radiactivas. 
Para el marcaje de fragmentos de DNA se utilizó [[x-~PI- 
dCTP(3000Ci/rnmol) mediante la técnica descrita por Feinberg y Vogelstein 
(1983), usando el "Random Primer" pd[N), (Boehringer) como iniciador y el 
fragmento KIenow de la DNA polimerasa I de E co/i para reconstruir la doble 
cadena de DNA desnaturalizado. Las sondas se desnaturalizaban por 
calentamiento a 95% durante 3 minutos antes de su uso. 
3.10.3. Hibridación de sondas a DNA y RNA fijados a soportes 
sóIidos. 
La hibridación de sondas marcadas radiactivamente a DNA o RNA 
fijados a soportes sólidos, se realizó siguiendo los métodos previamente 
descrftos (Sambro~k y col., 1982; Ausubel y col., 1989). Los lavados para 
eliminar la sonda unida inespecíficamente, se llevaron a cabo a temperatura 
ambiente, primero con una solución salna (IxSSPE y 0.2%SDS) a tiempos 
cortos (2 x 10 minutos), siguiendo a continuación un lavado de 2 horas a 68% 
con una solución de bajo contenido d i n o  (0-IxSSPE y 0.2%SDS). Una vez 
secos los filtros, se expusieron a una película automdiográfica (Curix-RP-2, 
Agfa) durante 3-24 horas s -70gC, usando una pantalla intensificadora. 
3.11.- OBTENCION DE FRACCIONES SUBCELULARES DE LEVADURA. 
La fracción de membrana plasmática de levadura se purificó a partir de 
extractos celulares mediante centrifugación diferencial y en gradiente de 
sacarosa, tal como fue descrito por Serrano (1988). 
3.12.- VALORACIÓN DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA. 
3.12.1. Valoración de la E'-ATPasa. 
Para valorar la actividad de H+-ATPasa de los extractos celulares y de 
las membranas plasrnáticas obtenidas, seguimos el método descrito por 
Serrano (1968). 
3.12.2. Determinación de proteína. 
La concentración de proteínas se determinó por el método de Bradford 
(1976), utilizando el "kit Bio-Rad protein assay" y como patrón IgG Bovina. 
3.12.3. Valoración de actividad /3-galactosidasa. 
Determinamos la actividad P-galactosidasa en extractos de levadura 
procedentes de cultivos crecidos hasta fase Iogan'tmica, utilizando el método 
descrito por Miller (1972). 
3.12.4. Vaioración del transporte de glucosa. 
Para estudiar el transporte de glucosa en la célula, crecimos las 
levaduras en medio con glucosa o galactosa hasta fase exponencial, se 
lavaron con agua estéril y posteriormente se incubaron en 50mM Mes-Tris 
tamponado a pH 6.0 a una concentraciíin de 1 Dmg/ml; después de 10 minutos 
de preincubación a 30oC, se midió el transporte de glucosa (concentración 
final 1 1 OmM) por el método descrito por Bisson y Fraenkel (1 983). 
3.13.- MEDIDA DEL pH INTRACELULAR. 
El ptf intracelular se midió siguiendo el protocolo descrito por Eraso y 
col. (1987, usando ácido benzaico marcado radiactivarnente. 
3.14.1. Purificación de anticuerpos. 
Los anticuerpos poticlonales específicos contrata ATPasa de levaduras 
(Serrano y col., 1986), se purificaron por afinidad mediante el método de Monk 
y COI. (1991). 
3.14.2. Tratamiento de proteínas transferidas a soporte sólido. 
Las proteínas separadas por electroforesis en geles de acrilamida, se 
transfirieron a membranas de nitrocelulosa según los métodos descritas por 
Towbin y col. (1979) y Dunn (1986). 
Las membranas con las proteínas fijadas se trataron con los 
anticuerpos específicos purtcados por afinidad y se revelaron con un 
segundo anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina (BioRad), tal y como 
describió Blake y Col. (1984). 
3.15.- REACTNOS. 
Todos los reactivos para las valoraciones enzimáticas o de metabolitos, 
procedieron de Merck, Boehringer Mannhein o Sigma. 
Los medios de cultivo se prepararon siempre w n  reactivos de Difco, 
a excepción de los azúcares que procedieron de Merck (glucosa) o Sigma 
(galactosa) y los suplementos de aminoácidos que fueron de Sigma. Los 
reactivos para ta transformación de levadura fueron de Merck. 
Las endonucleasas de restricción y las enzimas utilizadas en la 
manipulación de ácidos nucleicos procedieron de Boehnnger Mannheim. 
Los compuestos con isótopos radjactivos se adquirieron a Amersharn. 
CAPITULO 4.- RESULTADOS. 
4.1.- AISLAMIENTO Y CARACTERIZACI~N DE MUTANTES CON 
BAJOS NIVELES DE ACTIVIDAD E'-ATPasa. 
Nuestro trabajo se inició aislando mutantes que tuviesen bajos niveles 
de actividad de la H*-ATPasa. Estos mutantes se obtuvieron mediante una 
doble selección, resistencia a higromicina B y, posteriormente, por sensibilidad 
de crecimiento a pH ácido. La higromicina B es un antibiótico aminoglicócido 
cargado positivamente, que inhibe la síntesis de proteínas (Perlin D.S., Brown 
C.L., y Haber J.E.; 1988) y que entra en la célula aprovechando el potencial 
de membrana que es creado mayoritariamente por la H+-ATPasa (Slayman, 
1987; Borst-Pauwels, t 981 ; Vallejo y Serrano, 1989). Mutantes con bajos 
niveles de actividad de H*-ATPasa presentan menor potencial de membrana, 
por lo tanto, disminuye la entrada del antibiótico y La levadura resiste a una 
mayor dosis del mismo. La H+-ATPasa ejerce un estricto control sobre el pH 
intracelular de la levadura, lo que a su vez regula la velocidad de crecimiento 
(Goffeau y Slayman, 1961; Goffeau y Green, 1990; Serrano, 1991; Gaber, 
1992). Mutantes con bajos niveles de actividad de la H+-ATPasa son incapaces 
de mantener un pH intracelular óptimo, por lo que cuando el media se 
acidifica, bien como resultado del crecimiento, o bien de un modo artificial, 
dejan de crecer. Para diferenciar entre los mutantes resistentes a higromicina 
B aquéllos que estaban afectados en la actividad de la H*-ATPasa se utilizó 
wmo medio selectivo el crecimiento en medio ácido. Mutantes con bajos 
niveles de actividad H'-ATPasa serán incapaces de crecer en este medio, 
mientras que los mutantes debidos a alteraciones en la proteína diana del 
antibiótico sí pueden crecer en dicho medio. 
Se aislaron cuatrocientos mutantes independientes resistentes a 
higromicina 6, de los cuales, treinta y cuatro mostraban un crecimiento sensi- 
ble a pH ácido. Adem$s, se comprobó que todos 10s mutantes que presenta- 
ban el fenotipo de sensibilidad del crecimiento a pH ácido, mostraban niveles 
de actividad H+-ATPa= sensiblemente inferiores a los de la levadura parental. 
A continuación, se procedió at análisis genéiico de los mutantes 
aislados. En primer lugar, se determinó si las mutaciones aisladas eran alélicas 
a[ gen estructural de la H+-ATPasa (PMA1). Para ello, se transformaron los 
mutantes con es plásmido plB 4, un plásmida centrornérico (pSB32) con un 
fragmento de DNA de 5 kb que contiene el gen estructural de la H+-ATPasa. 
En siete de los mutantes se observó que el fenotipo de crecimiento sensible 
a pH ácido se suprimía tras la transformación, lo que indicaba que dichos 
mutantes llevaban mutaciones que afectaban al gen PMA1. 
Los restantes veintisiete mutantes, se cruzaron con la cepa silvestre 
A1 07008, se aislaron diploides heterocigotos p~ovenientes de los cruces entre 
las cepas rnutantes y la cepa silvestre. Todos los diploides mostraban un 
crecimiento en medio a pH = 3.0 indistinguible del crecimiento de un diploide 
hornocigótico silvestre, indicando que las mutaciones responsables del 
fenotipo de crecimiento sensible a pH ácido eran de carácter recesivo. 
A continuación, los diploides se esporularon y se sometieron a un 
análisis de tétradas, donde se analizo la segregación del fenotipo de 
sensibilidad de crecimiento a pH ácido en las esporas resultantes. En cada 
cruce, se analizaron entre cinco y siete ascas completas, y en todas ellas, el 
fenotipo estudiado segregó en un proporción 2+:2', sugiriendo que las 
mutaciones residían en un gen nuclear. 
Para determinar, además, si los fenotipos de sensibilidad de crecimiento 
a pH ácido y bajos niveles de actividad H+-ATPasa eran debidos a la misma 
mutación, se estudió la cosegregación de ambos fenotipos. Para ello, se 
aislaron membranas plasmátícas de las esporas de dos tétradas de cada 
cruce y se valaró la actividad Hf-ATPasa a las mismas. En todos los casas se 
observó cosegregaeión de ambos fenotipos, indicando que el fenotipo de 
sensibilidad del crecimiento a pH ácido y los bajos niveles de actividad H'- 
ATPasa eran, probablemente, debidos a la misma mutación. 
A continuación. se procedió a determinar, el número de grupos de 
cornptementacion representado por los veintisiete mutantes. Para ello, en 
primer lugar, se realizaron cruces entre los distintos mutantes; en los diploides 
aislados de cada cruce se analizó si las mutaciones presentes en los mismos 
compiementaban. Los resultados de estos cruces se muestran en la tabla 4.1, 
y sugieren que los veintisiete rnutantes forman siete grupos de 
complementación. 
Tabla 4.1. Tabla de complementatien de los distintas mutantes apa. Se 
cruzaron los distintos rnutantes y se analiz6 la cornplernentación de los diploides 
resultantes. En la parte inferior, resultado de los distintos cruces y simplificación 
en siete grupos de complementación. 
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GRUPOS DE COMPLEMEMACION 
1 GRUPO 1 MUTAWES 
APAI 
APA2 
APAS 
APA4 
APAS 
APA6 
APA7 
H1, H2, H5, H10, H11, H12, HlS, H15 
Hl9, H20, H38, H52, H85, H l l  l 
HS7, H62, H63, H69, H78, H105 
H49, H79 
H70, H104 
H72, H107 
H114 
En segundo lugar, y para descartar posible complementación 
intragénica, se procedió a realizar el análisis de tétradas de diploides 
heterocigotos provenientes de tos cruces entre mutantes representativos de 
cada grupo de cornpfementación. En cada cruce se analiza la segregación del 
fenotipo de sensibilidad de crecimiento a pH ácido. En cada cruce se 
analizaron entre 4 y 14 tétradas, que mostraron una segregación 2:2', 3-:1+ 
y 4:OC (tabla 4.2) en una frecuencia que sugiere que las mutaciones no eran 
alelicas. 
Tab!a+.2. Aniilisie de tétrad- de diploides heterocigotos provenlentes de los 
enicor entre mutantes representantivos de cada grÜpo de comp~ernentaci6n. 
CRUCES ENTRE MUTANIES 
H78 x Hí54 
H7BxH114 
H79 x Hf04 
H79 X H114 
Hl04xHI l4  
2 
2 
2 
1 
2 
8 
10 
7 
6 
8 
i 
S 
2 
1 
1 
Toelos estos resultados indican que los veintisiete alelos rnutantes 
aislados, pertenecen a siete genes distintos, que llamamos de un modo 
arbitrario APA1-APA7. El gmpo de comptementación apal, estaba constituido 
por ocho rnutantes; el apa2 y el apa3 estaban constituidos por seis rnutantes 
cada uno; el apa4, apa5 y apa6 contenían cada uno dos rnutantes; y el apa7 
contenia sótamente un mutante. La Figura 4.1 muestra el fenotipo y Los niveles 
de actividad H'-ATPasa de mutantes representativos de cada grupo de 
complementación. 
CRECIMIENTO EN: Actividad ATPasa 
SD 6.0 SD 3.0 (Crmol-min-'-mg proteina ') 
W T  0,87 
apa 1-3 0,24 
apa 24 0,40 
apa 3-1 0,20 
apa 4-1 0,22 
apa 5-2 0,20 
apa 6-6 0,30 
apa 7-1 039 
Fiqura4.1. Fenotipo y nive$ de actividad H+-L\TP~sI~ de cada grupo de cornplementación. Se realizó 
el ensayo a la gota con las célutas sobre placas que contenían medio can glucosa tarnpmada a pH 6.0 
6 3.0 e incubadas a sogC durante dos días. La actividad ATPasa se midid en membranas piasmáticas 
pufificadas de células crecidas en glucosa. Los valores son la media de dos experimentos. 
Seguidamente se procedió a caracterizar con m& detalle el locus 
APA1. Primeramente procedimos al aislamiento y s@cuenciacion del gen. 
4.2.- AISLAMIENTO DEI, GEN APAl. 
El gen APAl se aisló de una genoteca de DNA genómico de levadura 
en el vector YCp50 (Rose y cok., 1983, mediante complementación del 
fenotipo de crecimiento sensible a pH ácido. Se aislaron seis transformantes 
capaces de crecer en medio a pH = 3.0. Estos seis transformantes mostraban, 
ademks, niveles de actividad H+-ATPasa similares a los de la estirpe silvestre. 
Para comprobar que la supresión del fenotipo de crecimiento sensible a pH 
ácido y la restauración de los nivdes de actividad H+-ATPasa eran debidos a 
la presencia del plásmido, se procedió a inducir la pérdida del mismo y a 
estudiar la cosegregación de los fenotipos conferidos por el plásmido. En 
todos los casos (cinco colonias aisladas de cada transformante) se observó 
cosegregación de la prototrofía para uracilo, crecimiento a pH ácido, y niveles 
normales de actividad Hf-ATPasa. 
De cada levadura transformante, se recuperó el plásmido, se amplificó 
en E ,334 y se pmcedií, a realizar un análisis de restricción de los plásmidos 
recuperados. Este análisis mostró que todos los plAsmidos llevaban el mismo 
inserto, de aproximadamente 12 kb. A este plásmido se le denominó pMG100 
y su mapa de restricción se muestra en la figura 4.2.A. 
A continuación se procedió a delimitar la zona de inserto, que 
complementaba a la mutación apal, mediante subclonaje de distintos 
fragmentos de restricción. La estrategia seguida se muestra en la figura 4.2.B. 
Trac este análisis, la región que complementaba a la mutación apal , se redujo 
a un fragmento de aproximadamente 3 kb acotado por los sitios de restricción 
I@n / -Sa/ ,! ta figura 4.2.C. muestra el mapa de restricción de dicho 
fragmento. 
Fiaura 4.2. A: Mapa de restricción del pliismido pMGIO0 conteniendo d gen APAl. La lhea negra 
indica la secuencia del vector y el recuadro indica la secuencia de levadura. 8: Subclonaje del 
plásrnido pMG100. C: Mapa de restricoión del fragmento de 3Kb Kpn-SalL 
4.3.- SECUENCIACIÓN DEL GEN APA1. 
Como hemos visto anteriormente, se determinó una región de 
aproximadamente 3 kb acotada por los sitios de restricción @n / - Sa/{ que 
complementaba la mutación apal-3. 
A continuación se procedió a subclonar el fragmento de 
aproximadamente 3kb en los vectores fágicos M1 3rnp 18 y M f 3mp 19 para 
permitir la lectura de la secuencia de ambas cadenas de DNA y, de esta 
forma, poder secuenciar el gen APAY . 
El metodo elegido para secuenciar el fragmento, fue el de terminación 
de la cadena con dideoxinucleótidos desarrollado por Sanger en 1977. Fueron 
utilizados corno cebadores de la síntesis, oligonucleót~dos intéticos cuya 
secuencia fue deducida a partir de Las zonas previamente leídas. El rango 
medio de lectura fue de unos trescientos pares de bases. De esta manera se 
fue completando la secuencia de nucleótidos de ambas cadenas del 
fragmento. 
Una vez secuenciado el fragmento, se encontró una única fase de 
lectura abierta que contenía 1.035 pares de bases, cuya posición en el 
fragmento de 3 kb h;on/-Saq se puede observar en la figura 4.2. 
La secuencia de aminoAcidos deducida a partir de la secuencia de 
nucleótidos, se muestm en la figura 4.3. 
Fiqura 4.3. Secuencia del fragmento de 3Kb @n/- Sal. mostrando la secuenola de aminoBc1das 
del gen APA1 deducida a partir de fa secuencia de base% 
4.4.- AIYÁLISIS DE LA SECUENCIA DE APAI. 
4.4.1. Análisis de Ias regiones 5'  y 3' no codificadas. 
La secuencia de las regiones 5' y 3' no cadificadas se observa en la 
figura 4.4. La región promdora de un gen de levaduras está constituida por 
tres elementos fundamentales: la caja TATA {Dobson y col., 1982), el sitio de 
iniciación de la transcripción y elementos reguladores, tanto positivos como 
negativos (Bitter y col., 199-1; Charnbers y col., 1988). En la región 5' 
encontramos los siguientes elementos: una caja TATA en la posición -21 7, los 
posibfes sitios de iniciación de la transcripción en las posiciones -7 y -81 y 
cuya secuencia es del tipo RRYRR; una caja UAS, en la posición -747; y 
dos motivos CTTCC en las posiciones -357 y -546. La caja UAS,,, y las 
secuencias CTTCC se han observado en la región reguladora de muchos 
gens implicados en glicotisis y en genes de componentes de la maquinaria 
de traducción de proteína (Huet y col, 1985; Lue y Kornberg, 1987). La caja 
UAS,, es el sitio de unión en el DNA para la proteína multifuncional 
TUFIRAPlIGRFI y las regiones CTFCC son los sitios de unión de la proteína 
GCR1 (Baker, 1991; Huie y col., 1992). En los genes en que se presentan 
ambas secuencias, la proteína GGR1 forma un complejo junto con la proteína 
TUFIRAPIIGRFI para activar la transcripción (Tornow y col., 1993). En la 
región 3' no codificadora, hemos detectado una seiial de poladenilación 
AATAAA a 21 1 pares de bases tras el codón de terminación. En las posiciones 
1.2o0, 1.300 y 1.329 hay una secuencia TAG .... TATGT..-TTT que se ajusta 
perfectamente a la secuencia consenso para la terminación de la transcripción 
en levaduras (Zaret y Sheman, 1982). 
4.4.2. Análisis de la región codificada. 
La secuencia de aminoácidos deducida a partir de la secuencia de 
nucleótidos de la región codificada, corresponde a una proteína de 345 
amino&cidos, con una masa molecular estimada de 39.5 kda. 
-750 GGTACCCGTACATCTTGGCATTCGACAGCAACTTCATTGAGATCA 
-705 GAAAGATTGAAACTGGCGAATTAATTCGTTGCGTCCTTGCTGATA 
-660 AGATTCGACTTCTACAAACAAGTACTCAAGAAATCCTGTACTGCT 
-615 ACGAGGATTATCGCGGGTATGATACAGTTGCGTCGTTGATTTCTG 
-570 GGGTTAAGATAGCAACGTATATGACTT-CCTTATTTTCTTTAGAAT 
-525 AAAAAGCATAACTAAAGTTGTAAAAGGAGCAGAATTATGAATAAT 
-480 AAACATTGATACATAGTGGAMUiCGACTAAATAATAATTTTATAA 
-435 TATAAATAATGATAATTCACCGTAGAGAGGGATTTGTATGCAAAT 
-390 CATGATACCGAG-CGCGAAATTTTTCTTCCCAARGCT 
-345 TCGaATTTTTTATTCCGTCCACAAAGTGAAAARTTTTCAGAAAATT 
-300 TTCCAGACTGTGAATAAACAAAAGGTTGGCTTACGCATTTGGCTT 
-255 GTCTTTTTTTTTTTTCACAGGTTCTTAGTAAATAATTGTATAAAA 
-210 TATTTATCTGGAGTCTTCTGTTTGTTGTTTAGCCTTGTTTGAAGT 
-165 TTTATTTAACTTATTACCCCAGTTAGGTACTGTGTATTTCCGCA 
-120 TATCTGGTGTCTTTTTAATTTGGTCATTGATTGGTTTTTQA~s 
-75 TCTTCACTCGCTTCAAGCTTACTTCTAGTTTATTTATTCGGCTTT 
-3 0 TTTCCGTTTGTTTACGAAACATAAACAGTC?3 5 - 3 Ti T Y 2; i >- 
4-1063 ATAGGAAGCGAGAATTTTTGACAGCGAATGAMiMiGAAAAAAATT 
+1108 AAATGTTAACATTTTCTTTATATATTAAATATGTACGATAAATGAAA 
+1153 TCTTATTATAGAAAn;ATAGATTATTGGCTTaXTmTWCCAT 
+1198 TTTGATTAATCATTTCCTTAGCTGCCCAAAGAATTGCACGCTTAC 
-4-1243 AGTGAGGAGTAGTGATACATTACAATTAT-AAAATTATATA 
+12 8 8 TA_9CAGCTAAAATTTAAAACAAACAGACAARGTTCCTTTGTATGT 
+1333 CCTATGGAAGATACn;nCTTGCAG1C_TTGTAARGTGTCCAGTCGTA 
+1378 ATCCACTTTAGTTGCCACGAATTATCATTATCATTGAATAATTTAATTTTA 
ATAATCTCTTGAGTTAAaTCGGGATGTACTCTGGGAATGAGCATT 
TAAAAATGAGTACTCTCCCCTAATGGAGGAAGATGACTGACATTG 
CATTATCTTGAACAAARTTGTAATATCGGCCCAGATCATATCTAA 
GATTTGGGACCAGAACGCGTTACACACAGGAACATGGATATCAAG 
+1558 TAACTCTTCAATGAAGTTCATTGGTTGTTCTAGCTCTCCAATAAT 
AGAGTCCTCTGTTATTATTGTCTTCTTGARACGCGCACATCTCTA 
ATGAAATTGCTTTGTTCACAATGACGACCTGTaATGATATGGGTAC 
GATGGATGGAGTTTACTGTACTCAAGTACTATATAAGTCCTCTTG 
AATGATTTGTRAAAAGATAGATAGATCTATTTCCTTTGATATGGTAGAG 
+1838 TCCGATAAATGATGGATCGCTAAGRGAGAACCAAATGATAGGTTATT 
ATTGCTATTCTGTGGTTGTTGTTCCGGTAATACAGAATTTTCTCC 
ACCAGTAGGATCTATAWTATTCTTGATGCGGGCGTATTTGATTC 
GAGTGGTGTCGTTGTCGTTATCATGTTCGTTATCATTATTGTCGC 
TGTTGTTGCCGCTTCTATTGTTGATGTTGTTCGTCTGATTATCAG 
+2018 TGTGAATGTTCATGTTGCTATGATTGGAAGTATTATGACTGTTGT 
TAACGTTGCCTATTGTGTGTAAATTCAX4AACCTTTTCAATA&AC 
TGAaaATTGATGTAGARAGTTTGTCGAC . 
Fiaura 4.4. $eouencias de las reglones 5' y 3' no oodlflcadas. Subrayados los motivas relevantes 
mencionados en el texto. 
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El índice de frecuencia de codones (Bennetzen y Hall, 1982) es de 0.47, 
lo que puede indicar que el gen APA1 presenta un bajo nivel de expresión 
(Sharp y Cowe, 1991). El análisis de hidrofobicidad de la proteína deducida 
a partir de la secuencia, se realizó según el método de Kyie y Doolittle (39821, 
y se observa en la figura 4.5.A. E! perfjl de hidrobbicidad sugiere que APAt 
es una proteína de membrana con seis fragmentos que pueden ser conside- 
radas como fragmentos transmembrana, aunque como se observa en la figura 
4.S.A. el hipotético dominio 3 no está tan claro como los otros cinco, la 
posible localización de los mismos en la proteína se muestra en la figura 4.5.8. 
Fiaura 4.5.A. Análisis de hidrofobicidad de la proteína Apal. La curva es el promedio de residuos 
hidroí6bicoc obtenida mediante el método de Kyte y Dootinle con una ventana de lecturade 21 residuos. 
Fiuura 4.5.8. Posible 
looal izaclón de los  
fragmentos transmemhna 
en la proteína Apal. Los 
distintos fragmentos se 
encuentran subrayados. 
1 M N T T T S T V L A A V A D Q F Q S L l C C  
23 S S C F L K V A V P S I O N P F G I B L B P  
45 I F S K V Z B Y F S G Y P R E Q F B F I A P  
67 K T F I . & N G X _ S I _ I l o 2 _ ' _ 1  1 1  F 
89 G G Q A I L R A L B A S P L K F K L L F E '  
111 H H ~ R ~  P i T S ~ Y L W ~ I . A ~ . I . E P  L v P 
133 M V Y H N G L F W S  I C  S K E A o P P K L V  
155 T-L-_IoTN~S_kTRV E  L 1  D T V  F L V  L 
177 A R K K L L F L H T Y H H G A T A L L C Y T  
199 Q L a G R T S v E R V ~ - L ~ - - Z L G  v n v I 
221 M.0RY..Y~O_LL.B-3!L!! G 1 R  V W W K  Q W V  T R  
243 F-LI .~I LR-L-? ...e~~L3.7F,.x,x~-?-Y2~ F. Y. A 
265  R K Y I < D 5 X L P N K G T C Y G T Q a & A . , A  
287 K-S-X . & ~ I ~ L I - S - . O U . I ~ . S ~ F P  Q S  X K 
309 K B G K K T V K K E S E V S G S V A S G S F  
331 Y G V K T S N T K V S S R X A  
1 
La proteína presenta tres sitios de N-glioocElación en las posiciones 2, 
20 y 66 (figura 4.6.1, y en el segmento transmembrana 2, empezando en el 
aminoácido $06, un motivo denominado cremallera de leucina (figura 4.6.). 
Este motivo se ha encontrado en proteínas que forman dímeros, por lo que su 
presencia en la proteína Apal puede indicar que en la membrana se 
encuentra formando dímeros. 
T S T V I A A V A D Q F Q S L  
L K V H V P S I D N P F G I E  
45 T F S K V F B Y F S G Y P A E Q F E F I B ~  
67 ~ F L A N G Y H A V S I I ~ V Y Y I ~ I F  
89 G G Q A I  L R A L N A S P L K F K L L 2 _ E I  
111 H H L F L T S I L S L V _ L - U L M L E Q L V P  -- - -- -- - -  -- .-- 
133 M V Y H N G L F W S I C S K E A F A P K L V  
155 T L Y Y L N Y L T K F V E L I D T V F L V L  
177 R R K K L L F L H T Y B E G A T A L L C Y T  
199 Q L I G R T S V E R V V I L L N L G V H V I  
221 M Y W Y Y F Z S S C G I R V W W K Q W V T R  
243 F Q I I Q F L I D L V F V Y F A T Y T F Y A  
265 H K Y L D G I L P N K G T C Y G T Q A A A A  
287 Y G Y L I L T S Y L L L F I S F Y I Q S Y K  
309 K G G K K T V K K E S E V S G S V A S G S F  
331 Y G V R T S N T K V S S R K A  
Fiaura 4.6. Situación del motivo "cremallera de Leucina' y de los sitios de Nglicoeilillac~ón en la 
proteina Apal. Se d e a n  recuadrados las sitios de N-gliwsilación y. w n  doble subrayado, el dominio 
"cmrnailera de leucina". 
Otra caracteristica importante de la proteína es que el extremo carboxilo 
terminal tiene una estructura de a-hélice anfipátim similar a las descritas para 
la unión de calmodulina (figura 4.7). 
Fíaura 4.7. Estructura a-haice anfipática en el extremo C-terminal de le proteína Apal. Se han 
marcado con un círculo los aminoácidos con carga [E, - : K +). 
La comparación de la secuencia de aminoácidos de APAl con los 
bancos de datos, utilizando la función FASTA del programa "UWGCG 
sequence analysis", dio homología con e[ gen YCR34w, un gen localizado en 
el cromosoma 111 de S cemws&e (lhierry y col., 1990; Oliver y col, 1992) y 
con el gen J0343, un gen localizado en el cromosoma X de S. mvisiae 
(Purnellé y col., 1994). La comparación de la secuencia de aminoacidos entre 
estas proteínas, utilizanda la funciíin pileUP del programa "UWGCG sequence 
analysis", se muestra en la figura 4.8.A. La identidad entre las distintas 
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proteinas se muestra en la figura 4.8.8. y es aproximadamente del 50%. LOS 
genes YCR34w y J0343 codifican para unas proteínas de membrana con seis 
posibles segmentos transmembrana y sus funciones son desconocidas 
(Goffeau y col, 1993; Pumellé y col., 1994). No se encontrir homología de 
secuencia con ninguna otra proteina de los bancos de datos. 
Ficiura 4.8.A. Comparación de la secuencia de aminollcldos entre la proteína Apal y otras 
proteínas, las cuales dieron homología usando la funcidn FASTA del programa UWGGG Sequence 
analysis. El alineamiento se reallz6 según ta funcion PileUP del paquete de programa de UWGCG 
Sequence analysis. 
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Fiaura 4.8.3. Porcentajes de Identidad entra las distintas 
piotdnets , 
APAl 
50 
47 
100 
YCR34w 
56.5 
1 O0 
- 
J0343 
YCR34w 
APA1 
J0343 
100 
-- 
4.5.- EXPRESION DEL GEN APAl. 
La presencia en la región 5' no codificada deAPA1 de dos motivos que 
actuan activamente en la expresión de algunos genes, como son la caja 
UAS, y las secuencias CTTCC. nos permite suponer que la expresión de 
APAl estaría regulada de un modo similar a la de otros genes donde se 
encuentran ambos motivos. En todos los casos en los que se han visto ambos 
motivos, los genes son inducibles por la presencia de glucosa en el medio de 
cultivo (Wuet y col., 3985; Lue y Komberg, 19871 y es necesaria la presencia 
del factor de transcripción GCRl para el mantenimiento de los niveles basales 
de expresión (Tornow y col, 1993). 
Para comprobar si la expresión de APAl estaba mediada por dos 
factores, como son la presencia de glucosa en el medio y GCR1, decidirnos 
realizar un doble abordaje. 
En primer lugar medirnos la expresión de APAl mediante un análisis 
Northern de cepas GCRl y Agcrl creciendo con y sin glucosa. 
Por otro lado, en idénticas condiciones que en el analísis Northern, se 
midió la expresión del gen quimérico construido mediante la fusión del 
promotor y parte de la zona codificante del gen APAl a la región codificante 
del gen LacZ. La construcción de este gen quimérico se muestra en la figura 
4.9. 
Fiaura 4.9. ObtenolQn del pl8mldo pMG123. 
El análisis de Northern mostró en la cepa silvestre una banda de 
hibridación de aproximadamente 1.3 kb en concordancia con el tamaíío de 
APAI, que aumentaba cuando las c6lulas crecían en medio con glucosa. Un 
incremento similar se observa cuando se estudia la expresión de[ gen 
quimérico (Figura 4.1 0). 
Fioura 4.10. A: Analislo Notthern de la sicprdón APAl en cepas GCRl y Agcrl. B: NiWes de 
actividad p-galactosidasa (cepas -Al-LacZ) en cepas GCRI y m o r l .  Las células de levadura 
fueron crecidas en m e d i  con glicerd más kb t c  o glucasa Y fueran rec~gidas durante la fase 
exponencial, posteriormente se obtuvo el RNA total O se midió la actividad Bgalactcsidasa. Los valores 
de la actividad P-gaiaciosidasa provienen del valor medio de tres exqerimentos diferentes 
representaindose la desviación esandar. 
Cuando el mismo análisis se realiza en cepas en las que el gen GCR1 
ha sido delecionado, se observa que la canüdad de transcrito es 
significativamente menor que en la cepa parental, pero que la expresión es 
aún mediada por glucosa. Resultados similares se observan cuando se mide 
la expresión del gen quimérico. (fig. 4.10). 
Este resultado permite suponer que la expresión deAPA1 está mediada, 
al menos, por glucosa y por el factor de transcripción GCR1 y que, por tanto, 
la regulacion de su expresión ser& similar a la de genes que codifican enzimas 
de la giiwlisis o de la maquinaria de traducción de proteínas. 
4.6.- OBTENCIÓN DE UNA CEPA DE LEVADURA PORTADORA DE 
UNA DELECIÓN DEL GEN APA1. 
Una vez caracterizado el gen APA1, procedimos a realizar un estudio 
funcional del mismo. Para ello nos propusimos en primer lugar generar cepas 
de levaduras que no expresasen Fa proteína codificada por el gen APA1. 
El proceso seguido para la deleción del gen APAI se esquematiza en 
la figura 4.1 1. 
A partir del gen APAI, previamente clonado en el plásmido pRS316, se 
construyó el plácrnido pMG119, en el que se ha delecionado un fragmento 
Hind/f/ de aproximadamente 1.3 kpb que contiene la secuencia completa del 
gen APAl y en su lugar se ha insertado el gen marcador UM3. 
El placmido pMG119, lineanzado mediante digestión con las enzimas 
Kpn ly Sa/J se utilizó para transformar un autodiptoide de la cepa BWGI-7A. 
Los transformantes se seleccionaron en medio mínimo carente de uracilo. 
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Fiaura 4.1 1. Obtención del plásrnido pMG119 (Aapal). 
Para comprobar que la copia delecionada del gen se había integrado 
en el locus APA1, se extrajo DNA total de la cepa BWGI-7A y de los 
transformantes Ura*, se digirió con las enzimas Sa// - Apn /, y se hibridaron 
con la sonda Xba / - Pst 4 que contenía el gen URA3 (Rose y Winston, 1984) 
proveniente del plásrnido pJJ242. Los transformante que llevaban una copia 
del gen delecionado, se detectan por la presencia de una banda de 3.1 kb de 
acuerdo con el mapa de restricción del locus APAI, como se ve en la figura 
4.12. 
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Fiaura 4.t2. Análisis Southern de las cepas dlploides en las que se ha delecionado el gen APA1.. 
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Una vez realizada la deleción del gen APA1, los diploides se 
esporularon y se sometieron a un análisis de tétradas, donde se analizó la co- 
segregacibn de tos fenotipos de sensibilidad de crecimiento a pH ácido y 
prototrofía para uracilo. Se analizaron en total 9 ascas completas. En todas 
ellas, el fenotipo sensibilidad a pH ácido mostró una segregación 2+:2 (figura 
4.13). Todas las esporas cuyo crecimiento era sensible af pH del medio eran 
Ura*, lo que sugería que ambos fenotipos iban asociados. 
Figura 4.13. Análisis de teradas del dlploide heterocigótico APAl/Aapal. A: Crecimierilo de las 
esporas en YPD. B: Creclmlento de las esporas en medlo minlmo a pH SO.. 
Una de las esporas se cruzó con el mutante apal-3 original y se 
sometió a un análisis de tétradas. En t O  tétradas completas se observó una 
segregación 4-:Of respecto al crecimiento a pH ácido, sugiriendo que el gen 
clonado efectivamente corresponde al rnutado en la estirpe apal-3. 
4.7.- EFECTO DE LA DELECIÓN APAl SOBRE LA H'-ATPasa DE LA 
MEMBRANA PLAS~MATICA. 
4.7.1. Efectos sobre la actividad, constantes cinéticas de la 
enzima y pH intracelular. 
Una vez generadas cepas carentes del gen APAI, se procedió a 
analizar el efecto de la deleción sobre los niveles de H+-ATPasa. 
En primer lugar analizamos el efecto sobre los niveles de actividad en 
membrana placrnática y por otro Jado medimos las variaciones en el ptl 
intracelular. Los resultados se muestran en la tabla 4.3. El experimento se 
realizó a partir de membranas plasmáticas purificadas de cepas que habían 
crecido en un medio con glucosa y tamponado a pH neutro. 
Como se puede apreciar, bajo las condiciones anteriormente reseñadas, 
la actividad ATPasa en las cepas portadoras de la deleción era 
significativamente inferior a la de la cepa parental. También se puede observar 
que la presencia de APAl en un plácrnido multicopia no tiene un efecto 
apreciable sobre las propiedades de la enzima. 
Tabla 4.3. Efecto de la mutación apa7 sobre las propiedades clnéticas de la H+-ATPasa de 
la membrana pfaem6tlcti y sobre el pH intracelular. 
La actividad ATPasa se midió en membrana plasmática purificada a un pH de 6.5 con 2 mM ATP. 
a: pmol.min.'-mg proteína-'. 
b: mM 
c: prnoi-min".rng proterna"'. 
Como se ha mencionado anteriormente, la H+-ATPasa es esencial para 
la regulación del pH intracelular, de acuerdo con esto y, como se aprecia en 
la tabla 4.3, tos mutantes dapal presentan un pH intracelular más ácido que 
la cepa parental. Esta defectiva regulación del pH puede explicar la 
sensibilidad del crecimiento de la cepa a pH ácido. 
El estudio de las constantes cinéticas de la enzima (tabla 4.3.) sugiere 
que los bajos niveles de actividad encontrados en la cepa carerrte de APAl no 
son debidos a cambios en la constante de afinidad por ATP de la enzima o en 
su pH óptimo, sino a una reducción de la Vmax. En nuestras condiciones 
experimentales, estos resultados sugieren que 10s bajos niveles de actividad 
ATPasa en los mutames Aapal no son debidos a alteraciones estructurales de 
la enzima, sino que pueden ser debidos a una disminución de la 
concentracibn de la enzima en la membrana. 
4.7.2. Efectos de Ia mutación Aapal sobre los niveles de Pmal ed 
la membrana plasmática. 
Como vimos en el apartado anterior, no se observan variaciones en las 
constantes cinéticas de la enzima causadas por la mutación Aapal , por lo que 
sugerimos que la mutación pueda reducir la concentración de la enzima en la 
membrana plasmática, bien por acumulación en alguna otra membrana 
celular, bien porque afecte a la síntesis o estabilidad de Ia enzima. Para 
comprobarlo, purificamos membranas totales y membrana plasmática a partir 
de la cepa mutante Aapal y su cepa parental, y medimos los niveles de H'- 
ATPasa mediante análisis de Western. Como se observa en la figura 4.14, los 
niveles de la enzima, tanto en membrana total, como en membrana 
plasmática, eran menores en las cepas mutantes que en la cepa de levadura 
slvectre, además, el hecho de que la cantidad de enzima fuera también 
inferior en las membranas totales, implicaba que la Hf-ATPasa no se 
acumulaba en ningún sistema de membrana celular, o lo que es lo misma, 
que la mutación Aapal::URA3 afectaba a la síntesis o estabilidad de la enzima. 
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Una vez que sabíamos que los bajos niveles de H'-ATPasa en la 
membrana plasmática de la levadura mutante Aapal se debía, bien a una 
disminución en la síntesis de la enzima, bien a un aumento de la inestabilidad 
de la enzima, decidimos realizar un análisis de Northem del RNA total de las 
cepas APAI y -al, para comprobar si los bajos niveles de proteína se 
debían a un defecto en la transcripción del gen. Como se puede apreciar en 
la figura 4.15.A., el mutante apal muestra reducidos niveles de PMA1 mRNA, 
frente a los niveles que presenta la cepa APAI, lo que induce a pensar que la 
mutación Aapal afecta a los niveles de transcripción del gen PMA1, o bien, 
afecta a la estabilidad del mRNA. 
Para discernir entre estas dos últimas posibilidades y determinar cual 
de estos dos parámetaos estaban afectados por la deleción de APA1, 
decidirnos analizar la expresión de un gen quimérico (PMAI - LacZ), en el que 
el promotor de PMAI se ha fusionado al gen LacZ (Eraso y col., 1987). Este 
tipo de análisis permite ver la diferencia de expresión de un gen, debido a la 
diferencia en los niveles de transcripción. 
Como se aprecia en la figura 4.15.8., los niveles de actividad p- 
gatactosidasa en el mutante Aapal eran inferiores que en la cepa parental. 
Estos resultados, sugieren que la deleción de APA1 afecta los niveles de la 
ATPasa de la membrana plasmática, debido a un modificación de los niveles 
de transcripción del gen. 
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Fiaura 4.15. Análisis Northem de la exprestan de PMAl (A) y actividad PMA1-LaoZ (6) en cepas 
APAI y dapai. B FINA se aisló de dluias de levadura recogidas en fase exponencial en SD a pti 6.0. 
Se usó como sonda un fragmento de 5kb nind/// que coníiene entero el gen PMA1 (Serrano y col.. 
1986). €1 fikm se rehibndó con una sonda de actina de levaduras como control interno. El proceso para 
obtener el RNA y los ensayos de actividad p-galadosidasa fueron los descritos en materiales y métodoc. 
Los valores de actividad p-galactosidase son IB media de tres experimentos diferentes, marcando la 
desviación estandar. 
4.9.- EFECTO DE LA DELECIÓN DE APAl SOBRE LA REGULACIÓN DE 
LA TRANSCRIPCI~N DE P u l  POR GLUCOSA. 
En un trabajo publicado previamente (Rao y col., 1993), se había 
demostrado que ia transcripción de PMAI está regulada por glucosa. La 
presencia de glucosa en el medio de cultivo aumenta la velocidad de 
transcripción de PMA1. Por tanto, era interesante determinar si APAl está 
implicado en esta regulación. Para ello, en primer lugar, se realizó un análisis 
Northern del RNA total de las cepas Aapal y APA1, crecidas en medio con 
glucosa o galactosa a pH neutro y, en segundo lugar, se analizó la expresión 
del gen quimérico PMAI::LacZ, en las mismas cepas y en las mismas 
condiciones (figura 4.1 6). 
Finura 4.76. Adllsls Northem de la expreslbn PMAI (A) y actividad PMAI-La& 
(B) en cepas APAl y Aapal orecldas en medlo con glucosa o galactosa. Las 
células de levadura fueron recogidas durante la fsise exponencia1 de crecimiento y 
fueron pmcesadas como se describe en matedales y métodos. Los valores de 
actividad p-gaiactosidasa son la media de ires experimentos diferentes. 
Como se aprecia en la figura 4.18, el transcrito de PMAl en la cepa 
APAl era más abundante cuando las células crecían en glucosa, mientras que 
en la cepa Aapal , este incremento no era obserwado. Resultados similares se 
obtuvieron cuando se analizó la expresión del gen quimérico PMA1::LacZ. 
Estos resultados sugieren que APAf está involucrado en la regulación de la 
transcripción de PMAl por glucosa. 
4.10.- EFECTO DE LA DELECION DEL GEN APAl SOBRE LA 
EXPRESIÓN DE OTROS GENES. 
La expresión del gen PMAl de levaduras está controlada por la 
proteína TUF/RAPl/GRFl (Capieaux y col., 1989). Este factor de transcripción 
está implicado en el control de crecimiento de levaduras, y afecta a fa 
transcripción de gene que codifican por proteínas ribosornales, aa-tRNA 
sintetasas, factores de elongación, factores de iniciación y enzimas que 
participan en la glicolicis. 
Para determinar si la reducción que observábamos en el mRNA de 
PMAl en el mutante Aapal, se debía a un efecto general en los genes 
regulados por el factor TUF, se realizó un análisis Northern, de RNA total de 
cepas Aapal y APAI, utilizando como sondas fragmentos de DNA de genes 
cuya expresión se sabe que está regulada por el hctor NF/RAPi/GRFI. Los 
resultados, que se presentan en la figura 4.1 7, nos muestran que, no se afecta 
significativamente la expresión de ninguno de los genes analizados FEFl 
(factor de elongación 1 a), RP51 (proteína ribosomal 51), POLI (subunidad 
grande de la RNA polimerasa A), K R S l  (Lysyl-tRNA sintetasa), PDCl (piruvato 
descarboxilasa), GAP1 (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa), PGKl 
(fosfoglicerato quinasa), y ENOLl fenolasa 1). Estos resultados sugieren que 
el efecto de APAl cobre la expresión de PMAl no ocurre probablemente a 
través del factor TUFl/RAPl/GRFl. 
Por otro lado, el hecho de que d gen PMAl codifique una proteína de 
membrana placrnática de levadura, nos hito pensar que la mutación Aapal, 
podría afectar a algún otro gen que codifique otra proteína de la membrana 
plasmstica. Realizamos un análisis Northem, usando como sondas fragmentos 
de DNA de genes que codifican proteínas de la membrana plasrnática: GAL2 
(transportador de galactosa), TRKI (transportador de K'), HXT1, HXT3 y SNM, 
{transportadores de glucosa) 
Los resultados se muestran en la 
figura 4.17, donde podemos apreciar 
que la mutación Aapal no tiene ningiin 
efecto sobre la expresión de GAL2 y 
TRKI, pero sí sobre los niveles de 
mRNA de los genes HXT3 y SNF3. HXT3 
y SNF3 pertenecen a una familia de 
genes que codifica transpottadores de 
glucosa y la expresión de ambos au- 
menta con la glucosa (Ko y col., 1993). 
No obstante, HXTI , otro miembro 
de la misma familia, no ve afectada su 
expresión por la mutación Aapal . 
Fiaura 4.17. Análisls Nortthem de la expresión de 
los distintos R N h  en cepas APAÍ y Aapal. El RNn 
total se obtuvu a partir de colonias crecidas 
IogarÍtrnicamente y se aplicaron 10 par a cada línea. 
Los filtros fueron hibridados wn  son@ de DNA de: 
faczor de elongación 1 a, EF1;  proteína ribwornal 
51, RP51: subunidad grande de fa RNA polimerasa A. 
POLI ; Lysyl-tRNA sintetasa, KFlS1; piruYato 
descarboxilasa, PDCI : gliceraldehido 3-focfsto 
deshidrogenasa. GAP?; fosfoglicerato quinasa. PGKI ; 
enolasa 1. ENO1; transpoitador de galactosa GAL2; 
transportador de potasio, TRKf ; transportadores de 
glucosa SNF3, H m .  y HXTI. Una sonda de DNA de 
actina (ACT3) se us6 como control interno de la 
canfidad de carga en el gel. 
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Estos hechos, parecen sugerir que APAT está implicado en la 
regulación de genes que codjfican proteínas que se van a localizar en la 
membrana plasmatica y cuya expresión está regulada por glucosa. 
4.11.- LA MUTACIÓN apal AFECTA INDEPENDIENTEMENTE LA 
EXPRESEÓN DE LOS GENES PMAl, HXT3 Y SNF3. 
Como hemos vista en el apartado anterior, la mutación Aapal afecta 
la expresión de, at menos, dos transportadores de glucosa, y por tanto, es 
posible que la capacidad de transporte de glucosa en los rnutantes m a l  
esté disminuida. 
Ya que la expresión de PMAl es inducida por glucosa, es posible 
pensar que APAl no está involucrado en la expresión de PMAI, sino que la 
carencia de APAl afecta la expresión de PMAI debido a una disminución en 
la capacidad del transporte de glucosa, como consecuencia de una 
modificación en la expresión de HXT3 y SNF3. 
Para determinar si APAl estaba involucrado en la expresión de PMAl 
por glucosa o bien la disminución de la expresión del gen era debida a la 
menor expresión de HXT3 y SNF3, se transformó la cepa Aapal con los genes 
HXTI, SNF3 y HXT3 en plásrnidos multicopia y se deteminá la capacidad de 
transporte de las cepas transformadas y SU capacidad para crecer en medio 
ácido. 
Como se aprecia en la figura 4.18, ninguno de los genes utilizados es 
capaz de suprimir completamente el fenotipo de crecimiento sensible a pH 
&ido y, cuando se midió la capacidad de transporte de las distintas cepas, 
se observó que el gen HXTI en plásmido multicopia era capaz de suprimir el 
defecto en el transporte de glucosa ocasionado por la mutación Aapal. 
CRECIMIENTO EN: TRANSPORTE DE GLUCOSA 
SD 6.0 SD 3.0 (Frrnol.rnín-'-mg levadura-') 
Galactosa Glucosa 
I 0.5020.B8 4.3020.77 
4.4220.37 3.50t0.55 
ñapa1 + YEpHXT3 4.41 3~0.87 3.4010.93 
Aapal + YE~.SNF~ 4.21 20.52 3.20-CO.40 
Aapal + YEp.HXT1 7,3050.70 7.s8f 0.36 
Fiaura 4.18. AnáICsls del fenotipo de crecimiento y transporte de glucosa en oepas APAl y bapal 
transformadas con plásmldos multicopia que contienen genes de los dlatlnt- transr>ortadores de 
glu-. Las células.de fevadura fueron crecidas en mediosion glucosa o galacroia. recogidas durante 
la fase logsrítrnica, Las ensayos de transporte de glucosa se describen en materiales y rn6todoc. Los 
valores son la media de tres eqsrimentos diferentes t la desviación estandar. 
Este resultado sugiere que el efecto de APAl sobre la expresión de 
PMAl es funcionalmente independiente de la capacidad de transporte de 
glucosa por la levadura. 
4.12.- EFECTO DE LAS MUTACIONES apa2-apa7 SOBRE LA EXPRESIÓN 
DE PMAl Y HXT3. 
Como hemos visto en los apartados anteriores, la deleción del gen 
APAl afecta a expresión de PMAl y HXT3. 
Para determinar si las mutaciones apa2-apa7 afectaban también la 
expresión de esos genes, se estudió la expresión de los genes quiméricos 
PMA-I::L~CZ y HXT3::LacZ. Como se aprecia en la figura 4.19, las mutaciones 
en los genes apa3, apa4, apa5 y apa6 afectan la regulación de la expresión 
de ambos genes por glucoca- 
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Fiaura 4.19. Medidas de la actlvldad 8-galacfosidasa de la  resi ion de genes PMA1::Lacz y 
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se recogieron en fase exponencia1 y se procesaron como se describe en materiales y métodm. L= 
valores de actividad fi-galactosidasa san la media de tres experimentos diferentes, registrhndoae [a 
desviación estandar. 
CAPITULO 5.- DISCUSTÓN. 
El objetivo del presente trabajo fue aislar mutantes que tuviesen bajos 
niveles de actividad H+-ATPasa y, una vez aislados, caracterizar los genes 
implicados. Para aislar estos mutantes, utilizamos el método descrito por 
McCusker y col (1987). esto es, en primer lugar aislamos mutantes resistentes 
a higrornicina B, que es un antibidtico cargado positivamente que se une a los 
ribocomas e inhibe la biosíntesis de proteínas, y en segundo lugar, 
seleccionarnos aquellos que presentaban un crecimiento sensible a pH &ido. 
De los cuatrocientos rnutantes aislados resistentes a higrornicina 8, treinta y 
cuatro presentaban un crecimiento sensible al pH ácido del medio y, midiendo 
la actividad H+-ATPasa, presentaban unos niveles más bajos que la cepa 
parental. Posteriormente, realizamos un análisis genético de los mutantes 
seleccionados, el cual nos permitió clasificarios en siete grupos de 
complementación a los que denominamos, de forma arbitraria, desde APAI 
aAPA7 (genes que afectan a la actividad ATPasa de la membrana plasrnática). 
De los siete genes, decidimos estudiar a lo largo de este trabajo uno de ellos, 
APAI , que representaba al que contenía más número de mutantes. 
A partir de una ljbrerla genómica de levaduras, aislamos el gen APAl 
por coniplementación del fenotipo de sensibilidad de crecimiento a pH ácido 
del mutante apal. Aislamos seis transformantes que mostraban niveles de 
actividad ATPasa normales a pH ácido, tras someter a tos transformantes 
restantes a la pérdida del plásmido, se vio en todos los casos cosegregación 
de crecimiento a pH ácido, activjdad ATPasa y prototrofia a uraciio. 
Posteriormente, determinamos la extensión de la actividad complementaria, ta 
cual se encontró en un fragmento de 3Kb. A continuación secuenciamos dicho 
fragmento de 3Kb completamente. El análisis de la secuencia reveló que solo 
había una regjón de lectura abierta de 1.035 pares de bases. 
La secuencia de la región codificante predice una proteína con 345 
aminoácidos, cuyo peso molecular es aproximadamente de 39.KDa. El índice 
de uso de los codones (Bennetzen y Hall, 1982) de la proteína es de 0.47, que 
se corresponde con una proteína de bajo nivel de expresión (Sharp y Cowe, 
1997). La hidropatía que se observa mediante el análisis del perfil de 
hidrofobicidad de Kyte y Doolittle (1982) nos mostró que la proteína contenía 
seis dominios hidrofóbicos suficientemente largos como para considerarse 
segmentos transrnembrana, solamente el tercer posible dominio 
transrnembrana no está muy claro. No nos ha sido posible determinar en que 
membrana se encuentra la proteína Apal ya que, anticuerpos generados 
contra el extremo carboxilo de Apal, fallaron en detectar la proteína en 
homogenados de levadura. Nosotros pensamos que puede deberse a la baja 
expresión celular de Apal como nos indicaba el bajo índice de uso de los 
codones. 
Una característica interesante de Apal es que en el supuesta dominio 
transmembrana 2, a partir del aminoácido 106, se observa un motivo 
denominado "cremallera de leucina". Esto nos hace suponer que al igual que 
ocurre en otras proteínas que contienen dicho dominio, la proteína Apal se 
encuentra formando dímeros en alguna membrana celular. 
Una búsqueda en el EMBUGenBank nos mostró que la secuencia de 
aminoácidos del gen APA1 es homóloga (47% identidad) a la secuencia del 
gen YCR34w localizado en el crornosoma III de levadura y (50% identidad) a 
la secuencia del gen J0343 localizado en el cromosoma X de levadura; en 
ambos genes, sus funciones son desconocidas (ver apartado 4.5, de 
resultados). Estos datos nos indujeron a pensar que podría existir una familia 
de genes relacionados entre sí en levadura. 
Otro dato interesante es queAPA1 muestra un alto grado de homología 
con el gen C40H1.4 que pertenece a un nernatodo, Caenorhabditis elegans. 
Estos datos nos hacen pensar que la supuesta familia de genes en la que está 
incluido APAl se extiende a organismos eucariontes pluricelulares. 
A pesar del alto grado de homología existente entre las secuencias de 
los tres genes antes mencionados (APA1, 50343 y YCR34w), aparecen dos 
diferencias interesantes. La primera es que la "cremaltera" de leucina existente 
en el gen APAl no se encuentra en los otros dos genes, por lo que 
probablemente no tenga ningún sentido funcional. La otra variación es que la 
a-hélice anfipática del extremo carboxilo terminal de la proteína Apal no 
aparece claramente en la proteína del gen J0343. 
Para entender el papel del gen APAl en la regulación de la 
ATPasa, creamos una cepa de levadura en la cual el gen APA1 estaba 
completamente delecionado y estudíamos su fenotipo bioquímico. Dicha cepa 
puede crecer en un medio con glucosa tamponado a pH neutro, pero no 
puede crecer en dicho medio a pH ácido. Posteriormente, examinamos la 
actividad ATPasa en membranas plasmáticas purificadas. En las cepas 
mutantes apal, la actividad ATPasa fue menor que en las cepas parentalec. 
La deleción de APAl na modificó la constante de afinidad (Km) por ATP ni el 
pH optimo, por contra, se observó una clara disminución en la Vmax, 
sugiriéndonos que la reducción de la actividad ATPasa en el rnutante se debía 
a una disminución de la concentración de la enzima en la membrana 
placrnática. Dicha hipótesis fue confirmada posteriormente mediante un 
análisis Western de membranas totales y membranas plasmáticas purificadas 
provenientes de cepas parentales y cepas mutantes. El nivel de ATPasa en 
ambos casos fue inferior en membranas provenientes de la cepa rnutante y d 
hecho de que ta concentración de AfPasa también fuera inferior en 
membranas totales, indicó que la enzima no se acumulaba en ningún otro 
sictema de membrana. Dichos datos nos sugirieron que fa reducción en los 
niveles de ATPasa mostrada en los mutantes apal tenía que deberse a una 
reducción en la síntesis o estabilidad de la enzima. 
Para determinar a qué se debía esta disminución de ATPasa en los 
mutantes apal, realizamos un análisis Northern con cepas parentales y cepas 
mutantes. El resultado fue una disminución de los transcritos de ATPasa en 
la cepa mutante apal. El efecto de la deleción del gen APAl sobre la 
expresión del gen PMAl también fue estudiado mediante un ani9Lis de la 
expresión del gen PMA1-LacZ fusionado sobre un plásrnido monocopia en 
cepas mutantes y cepas parentales. El nivel de actividad pgalactosidasa en 
la cepa mutante apal fue en todos los casos la mitad frente a la cepa 
parental. Estos resultados insinúan que la deleción del gen APAl afecta a los 
niveles de ATPaca de la membrana plasmática de levadura, modificando la 
síntesis de mRNA de PMA1, es decir, reduciendo la transcdpción del gen y no 
actuando sobre la estabilidad de la enzima. 
Recientemente, Rao y col. (1993) mostraron que la transcripción de la 
ATPasa de la membrana plasmática de levadura está regulada por glucosa. 
Nosotros pensamos que sena interesante ver si APAl estaba implicado en la 
regulación de la transcripción de PMAl por glucosa. Para ello, realizamos un 
análisis Northern de RNA total de las cepas APAl y Aapal::URA3 creciendo 
en glucosa o galactosa. Los transcritos de PMAl eran en mayor número en 
las células de la cepa APAl que crecieron en glucosa. En las cepas Aapal 
que crecieron en glucosa, no observamos el aumento de mRNA de PMAl que 
esperábamos. Similares resultados obsenramos cuando estudiamos la 
expresión del gen PMAI-LacZ fusionado en un plásmido monocopia. Lo que 
nos hizo pensar que el gen APAl afectaba a la regulación del gen PMA1 por 
glucosa y pensamos que, según el modelo de Rao y col., podía actuar sobre 
el factor TUF/RAPl/GRFl, que activa la transcripción del gen PMA1. Para 
comprobar si la deleción de APAl afectaba a la expresión de otros genes cuya 
expresión está, regulada por el factor TUF/RAPI/GRFl (Huet y col., 1985; Leer 
y col., 1985), realizamos un análisis Northern del RNA de cepas APAI y cepas 
mutantes apal, el cual nos mostró que la expresión de los genes TEF1, RP51, 
POLI, KRS1, PDCI , GAP1 y PGKl no se ven afectados por la deleción del 
gen APAI, por tanto no parece que exista una relación entre la deleción del 
gen APAl y el factor TLJFfRAPI/GRFl. Por otro lado, si PMAI codifica una 
proteína de membrana, pensamos que APAl podía afectar la expresión de 
otros genes que codifican proteínas de membrana. Para saber si AFA1 
afectaba a genes que codifican proteínas de membrana, realizamos un análisis 
Northern y el resultado fue que la deleción del gen APAl no afectaba a la 
expresión de los genes GAL2 y TRK1, pero observamos una alteración 
significativa en los niveles de mRNA de los genes HXT3 y SNF3. Ambos genes 
son miembros de una familia de genes que codifican proteínas 
transportadoras de glucosa. Ni HXT3 ni SNF3 son esenciales para la viabilidad 
de la célula y con la expresión de alguno de los gens de dicha familia es 
suficiente para el crecimiento normal de las células en un medio con glucosa 
(Ko y col., 1993). Por otro lado, los niveles de mRNA del gen HXTI, otro 
miembro de la familia, no se vieron afectados por la deleción del gen APAl. 
Cuando medimos el transporte de glucosa en cepas APAl y Aapal en 
medios con distintas fuentes de carbono, observamos que el transporte de 
glucosa era menor en las cepas mutantes. Esto podía deberse al efecto de la 
deleción del gen APAl sobre la expresión de los genes HXT3 y SNF3, para 
descartar que ésta fuera la causa de la regulación por glucosa de la expresión 
de PMAI por el mutarite Aapa7, medimos si dichos genes ( M 3  y SNF3) y 
HXT1 en un plásmido multicopia suprimían el fenotipo de bajo crecimiento a 
PH ácido causado por la deieci6n del gen APAl . Ninguno de los tres suprimía 
completamente dicho fenotipo. Cuando medimos el transporte de glucosa en 
dichas cepas, observamos que en el caso del gen HXTI en un plásmido 
multicopia se suprimía el defecto causado por la mutación apal. Estos 
resultados nos indican que el control del gen PMAl por el gen APAl es 
funcionalmente independiente del transporte de glucosa. 
No conocemos la función de la proteína Apal, aunque algunos rasgos 
generales de su secuencia nos recuerdan una proteína de la familia que forma 
canales catiónicos, no hay ningún motivo estructural que nos sugiera una 
función clara para la proteína Apal. Nosotros solamente podemos especular 
sobre el mecanismo de control ejercido por APAl sobre la expresión de 
algunos genes. El hecho de que la deleción del gen APAI afecte a la 
expresión de genes inducibles por glucosa como PMA1, HXT3 Y SNF3 
(Celenza y col., 1988; Ko y col., 1993; Ozcan y col., 1995), sugiere que la 
proteína Apal podría actuar como un miembro más de las diversas vías de 
señalización de la glucosa que se han propuesto en levadura (Gancedo y col., 
1985; Theveiein, 1992; Rao y col., 1993). Aunque no hemos podido identificar 
la localización celular de la proteína Apal, la secuencia del gen APAI, nos 
sugiere que podría estar en una membrana de levadura. Si Apal estuviera 
localizada en la membrana plasmática, entonces parece razonable pensar que 
podría formar parte del complejo receptor de la glucosa, el cual es aún 
decconocido, y, a partir de este complejo, activar la transcripción de gens 
regulados por glucosa. 
No obstante parece que el efecto de APAI es más general que la 
regulación de la expresión de PMA1, HXT3 y SNF3. Recientemente, Aigle y 
colaboradores (Crouzet, M., y col., 1991, Desfarges, L. y col., 1993), han 
confirmado nuestros datos sobre APAl y han comprobado que mutaci~nes en 
el gen APAl afectan a diversos procesos celulares aparentemente no 
relacionados entre sí, como son: resistencia a inmunocupresores, resistencia 
a inhibidores de la síntesis de ergosterol, provoca una distribución defectuosa 
de los filamentos de actina y cambia la composición de la membrana 
plmmática por lo que parece que su efecto puede ser más generalizado. 
Pensamos que el análisis bioquímico y molecular de los otros genes 
APA, junto con un análisis de supresión emgénica de la mutación apal-3, 
nos ayudará a clarificar la función de la proteína Apal en Sacchamomyces 
cerewsiae y el mecanismo de regulación de la transcripción del gen PMAt 
por glucosa. 
CAPITULO 6.- CONCLUSIONES, 


Amigo, L., Moreno, E., y Lagunas, R. (1993). (rin vivo inacfivation of the 
yeast plasma membrane ATPase in the absence oJ exogenous cataboIismn. 
Biochim. Biophys. Acta 1151, 8388. 
Ausbel, F.M., Brent, R., Kingston, R.E., Moore, D.D., Seidman, J.G., 
Smith, J.A., y Struchl, K. (1989). *Cz~rrenrprotocoIs in molecuEar blologp. 
Greene publishing associates and wiley-interscience. New York. USA. 
Baker, H.V. (1991). *GCRI ofsaccharomyces cerevisiae encoúes a DNA 
bindingprotejn whose binding i~ abolhhed by mutations in the CTK'C sequence 
motif*. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 88, 9443-9447. 
Benito, B., Portillo, F., y Lagunas, R. (1992). «In vivo activatiun of tkt. 
veast plasma membrnne ATPase drrring nitrogen starvationu. FEBS leit. 300, 
, 
271 -274. 
Bennetzen, J.L. y HaH, B.D. (1982). dodon selection in yeastx. J .  Biol. 
Chem. 257, 3026-3031. 
Bisson, L.F., Coons, D.M., Kruckeberg, A.L. y Lewis, D.A. (1993). 
«Yeast strgnr transportersa. Ctitical Reviews in Biochemistry and Molecular 
Biology. 28, 259308. 
Bisson, L. y Fraenkel, D.G. (1983). dnvolvement of kinases in glucose rand 
fia~tose updake S; Succharomyces ceret8iriiae>. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 80, 
1730-1 734. 
- Bisson, L. y Raenkel, D.G. (1983). ~Trunsport of 6-rleo~ygIlucosc in 
Saccharo-es crtrevisiae». J .  Bacteriol. 155, 995-1 000. 
Bitter G.A., Chang, K.K.H., y Egan, K.M. (1991). «A multicomponent 
qstream activaiion seqcience of the Saccharomyces cerevkiae glyceraldehyde-3- 
phosphute deshvdrogenme gene promoters. Mol. Gen. Genet. 231, 22-32. 
- Blake, M.S., Johnston, K.H., RussellJones, G.J., y GotschUch, E.C. 
(1984). 4 rapid seirsitive method for deletion of alkaline phospbtase 
conjligated anti-antifm+ on westem blotw Anal. Biochem. 136, 175- 179. 
Borst-Pauwels, G.W.F.H. (1981). don tramport in yeusts. Biochirn. 
Biophys. Acta 650, 88-127. 
Botstein, D. y Finh, G.R. (1988). ~Yeart: apr expenhzental organísm for 
modem bwIag)?~. Science. 240, 1439-1 443. 
Bradford, M.M. (1976). «A rupid and sensitive method the qtiantgficution of 
microgram quuntities ofprotein trtilizi~g the principie of protein-dye bindingu. 
Anal. Biochem. 72, 248-254. 
Brand& C.J. y Deber, C.M. (1986). -vpahesis  aboirt the jicnction of 
membrane-buñedproline residues in trumportproteins~. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 83, 91 7-921. 
Bullock y col. (1987). KXLI Blues. Biotechniques. 5, 376-378. 
Burnette, W.N. (1981). aWestemB10tting: Elecrrophoresis transfrqfproieins 
j h  sodimn docedyi s u i j h - a c a m i e  geh io unniodified nitrocelltilose 
und radiographic detcction with antibody and radfoindinaied protein*. Anal. 
Biochem. 1 12, 195303. 
Chambers, A-, Stanway, C., Kingsman, A.J., y Kingsman, S.M. (1988). 
ame UAS of the yeast PGK gene is composed ofmuZz@lefisnctionaZ ehents*. 
Nucleic. Acids. Res. 16, 8245-8259. 
Campell, 1. y Duffus, J.H. (1988). &eas*.. IRL Press Limeted. Oxford. 
England. 
Capieaux, E., Vignais, M.L., Sentenac, A,, y Goffeau, A. (1989). &'%e 
??east H + - A T h e  gene LF controfled by the promoter binding factor TUF». J. 
Biol. Chem. 264, 7437-7446. 
Carlsoa, M. y- Botstein, D. (1982). uTwo d(ffentiuZZy replated mRNAs tvith 
difse~ent 5' ends encoste secrered and i~ztracellular fonns of yeast invemsex. 
Cell. 28, 145154. 
Casadaban, M.J., Martínez-Arias, A-, Shapira, S.K., y Choo, 1. (1983). 
~j3-gaIuctosidase gene fitsiuns for unal~ing ene eñpression in Escheñchia coli 
and yeastu. Methods Enzyrnol. 100, 293308. 
Celenza, J.L., Marshall-Carlson, L. y Carlson, M. (1988). yeast 
SNF3 gene encodes a glz~cose transporter hornoZogo~zs to the mammalian 
protein~. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85, 2130-2134. 
Crouzet, M., Urdaci, M., Dulau, L. y Aigle, M, (1991). «Yeast mutam 
affected for viabili@ ¿&pon trtrie#t stumation: characterizaticn and cloning of 
the RVS16I gene*.. Yeast. 7, 727-743 
Desfarges, L., Durrens, P., JugueIin, H., Cassagne, C., Bomeu, M. y 
Aigle, M. (1993). ~Yeast mumnts aflected in ><ability upon stawatwiz have a 
modzJ7edphmphoripid mpositiom. Yeast. 9, 267-277. 
Deveraux, J., Haeberli, P. y Smithies, 0. (1984). .ul cowrehm&e set of 
sequeme anaEysis programs for the VA%. Nucleic. Acids. Res. 12, 387, 
Dobson, M.J., Tuite, M.F., Roberts, N.A., Kingsman, A.J., Kingsman, 
S.M., Perkins, R.E., Conroy, S.C., Dunbar, B. y Fothergill, L.A. 
(1982). ~ o m e n ~ a t i o n  f high efliciency promter sequences in Saccharomyces 
cereviviaes. Nucleic. Acids. Res. 10, 2.6252.637. 
Dunn, S .D. (í986). ~Effects af the modificatwn oftransfem b~rfer composi~wn 
and the renaturation ofgrotein uI gels on áhe recognition ofproderirs in Western 
bIots by monocIom1 antibodim~. Anal. Biochem. 15, 144-1 53. 
Eraso, P., Cid, A. y Serrsno, M. (1987). eTight control of the amorcnt of 
yeast plasma membrane ATPase dz~ring changes in g r ~ k  conditions and gene 
dmage*. FEBS lett. 224, 193-197. 
Eraso, P., Mazón, M. J. y Gancedo, J.M. (1987). dntemal acidificarion and 
cAMP increase are not correlated in Saccharomyces cermisine~. Eur. J. 
Biochem. 165, 671-674. 
Eraso, P. y Gancedo C. (1987). «Activatiola of yeast plasma membrane 
ATPase ly acid pH during grotvth*. FEBS lett. 224, 1 87-1 92. 
Eraso, P. y Portillo, F. (1994). ~Mulecular mechanism of regulation ofyeast 
plasma metnbrane H+-ATPase by gIuco.~e~. J .  Biol. Chem. 269, -10393-10399. 
Feinberg, A,P. y Vogelstein, B. (1983). eA tecknlque for radiolabelling 
DNA ffagmentes ,?o high specific activitp. Anal. Biochem. 132, 6-13. 
Gaber, B.F. (1992). ~Molecitlar geneties ofyemt ion transport». Int. Rer. 
Cytoi. 137A, 299-353. 
Gancedo, J.M., Mazón, M.S. y Eraso, P. (1985). diological roles of 
c m  similarities and diflerences bemeen organi~mi*. Trends Biochem. Sci. 
10, 210-212. 
Gerster, T. y Roeder, R.G- (1988). w4 herpesvirus tmns-acrivatirzgprotein 
intcracts with transcriplion factor OTFI and other cellularprteins~. Prc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 85, 6347-6351. 
Goffeau, A. y Siayman, C.W. (1981). «neproton-trumEmuti~zg ATPase of 
the f&r~gai plasma membranea. Biochirn. Biophys. Acta 639, 197-223. 
Goffeau, A. y Green, N.M. (1990). «In Monovalent cazwns in biologicai 
system,,. (Pasternak, C.A., ed) pp 155169, CRC Press. Boca Raton, FI. 
USA. 
Goffeau, A., Slonimski, P., Nakai, K. y Risler, J.L. (1993). «Hm*maq 
yeast genes code foi mmbrane-spanniibg proteinr ?w. Yeast. 9, 691 -702. 
Gnarente, L., Yocum, R.R. y Gifford, P. (1982). d GALIO-CYCI hybrid 
yemt pmmoter identijies the GALB reg~daiory region as an upstrearn s i h .  
Froc. Natf. Acad. Sd. USA. 70, 7410-7414. 
Guthrie, C. y Fink, G.R. (1991). &ase to yeast genedics and moiecnrlar 
bioiogys. Vol. 194 Acsrdemyc Press. Inc. San Diego, California. EEUU. 
Hanahan, D. (1983). «Studies on transfomation of Eseherichia coli with 
p l m i d s ~ .  J. Mol. Biol. 166, 557-580. 
Hanahan, D. (1986). ~Techniqiws Jor transfbrtnatbn of E. Coli Ur DNA 
eioninga. vol. 1, pp 109-135. (G1overD.M. ed). IRL Press. Oxford. England, 
- Herskowitz, 1. y Jensen, R.E. (1991). a t t i n g  the HO gene to work; 
praeticul mes for mating-@pe switching*. Meth. Enzimol. 194, 132-146. 
Hesse, J.E., Wieczorek, L., Altendorf, K., Reiein, A.S., Dorus, E. y 
Epstein, W. (1984). nSeqifence homologv b e ~ m  two membrane transpon 
ATPma, &e K+-ATPase of E. Coli and the Ca'+-ATPase of Sarcoplasmic 
reticulitrna. Proc. Matl. Acad. Sci. USA. 81, 4746-4750. 
HilI, J.E., Myers, A.M., Koerner, T.J. y Tzagoloff, A. (1986). «Yeast/E. 
Coli shicttle vecrors with ml&ltiple unique restriclion sites*. Yeast. 2, 1 6 3 1  87. 
Eioffman, C. S. y Winston, F. (1987). UA ten minute DNA preparation fmm 
veasl eficiently releases arrtonomous plusrnidr for transfonnation of E. C o h .  
< 
Gene. 57, 266-272. 
Holmes, D.S. y Quigley, M. (1981). d rapid hoiling method for $he 
preparation of bacterial pCasmi&~. Anal. Biochern. 1 14, 193-1 98. 
- Huet, J., Cottrelle, P., Cool, M., Vignais, M.L., Thiele, D., Marck, C., 
Bmler, J.H., Sentenac, A. y Fromageot, P. (1985). 4 general upstream 
blnding factor for genes of the yeast translational apparatlts~. EMBO J. 4, 
3539-3547. 
Huie, M.A., Scott, E.W., Drazinic, C.M., López, M.C., Hornstra, I.K., 
Yang, T.P. y Baker, H.V. (1992). cCharucterhtion of the DNA-bindirig 
actwity of GCRI: In vivo evidence for M>o GCRZ-bindíng sides in the upstream 
activating sequence of TPI of Saccharomyces ceraaisiae*. Mol. Gel. Biol. 12, 
2690-2700. 
- Ito, H., Fukuda, Y., Murata, K. y Kimora, A. (1983). nTransformation of 
intact yeat  celts treated wjth alkali cations». J. Bacteriol. 153, 163-1 68. 
Jones, J.S. y Prakash, L. (1990). eYeast Saccharomyces cerevisiaeselectable 
rnarkers in pUC 18 polplinkers~. Y m t .  6,  363366. 
Jorgensen, P.L. y Andersen, J.P. (1988). «Smctlrral basis for E,-E, 
confonnatiomd transition in Na, K-pump and Ca-pump proteinss. J. Membr. 
Biol. 103, 95-120. 
Ko, C.H., Liang, H. y Gaber, R.F. (1993). &olm of milltlple glucose 
tramportm in Succharomyces cereccISiue». Mal. Cell. Biol. 13, 638-648. 
Kyte, J. y Doolittie, R.F. (1982). 4 simple mefhod for dispEaying the 
hydropathic charucter os a proteh. J. Mol. Biol. 157, 105-1 32. 
Laemmli, U.K. (1970). dleavage of  stn1cfuralpmteins drtring &e assembly 
of &e head of bacteriophage T4». Nature. 227, 680-685. 
Leer, R.J., Van Raamsdonk-Duin, M.M.C., Mager, W. y Planta, R.J. 
(1985). «Comerved sequences upslreum of yeast ribmumal g a s a .  Curr. 
Genet. 9, 273-277. 
Lentzen, H., Arreguin, M., Kappeli, O., Fiechter, A. y Fuhrmann, G.F. 
(1987). ~Bioregi~lation afyeast plasma inembrane ATPase and carnitin acetgl 
transferase (CAT) actñtity at defned metabolic states. J. Biotechnol. 6, 281- 
291. 
Lerach, R.H., Diamond, D., Wozney, J.M. y Eoedtker, H. (1977). xRWA 
molecdar weíght detemhtions by gel electrophoresis d e r  denaduring 
conditions, a critical reexaminafion>>. Biochemisiry. 16, 4743-4751. 
Lue, N.F. y Kornberg, R.D. (1987). decurate initiation at RNApolymerase 
IIpromoters Ni eidracBfrom Succharoqyces cerevisiaea. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 84, 8839-8843. 
- Mandala, S.M. y Slayman, C. W. (1989). aThe alnino and carboxyl tennini 
of the Ne~rrospora plasma membrane H+-ATPuse are cytoplusinically locateda. 
J. Biol. Chem. 264, f 6276-16281. 
McCusker, J.H., Perlin, D.S. y Ehber, J.E. (1987). aPleiotropic plasma 
meinbranr ATPase mtation nf Saccharomyce cerevisiae>a. Mol. Cell. Bid. 7, 
4082-4088. 
Messing, J. (1983). aNeivM13 vectors,for clonWzg>>. Methods. Enzymol. 101, 
20-78. 
Míller, J. (1972). ~Eqeriments in molecirlar biology». Cold Spring Harbor 
Laboratoty Press. Nueva York. EEUU. 
Monk, B.C., Montesinos, C., Ferguson, C., Leonard, K. y Serrano, R. 
(1991). ~Inmitndogicaal approaches to the fransmembrune topolo@ and 
cvnfomationaI changes of the carboxyl-beminaí regitlatop &main of yemt 
plasma membrane H*-ATPase*. J. Biol. Chem. 266, 18097-18103. 
Myers, A.M., Tzagoloff, A., Kinney, D.H. y Lusty, C.J. (1986). &ast 
shuttle and integrative vectors with miilzliple clonrirg sites suitable for 
constmtio~~ of LacZ jicsio~ñ~a. Gene. 45, 299-3 10. 
Navarre, C., Gbislain, M., Leterme, S., Ferroud, C., Dufour, J.P. y 
Goffeau, A. (1992). afirification and complete sequeme of a small 
proteolipid assmiitbe~I n?i.th theplasma lnembrane N * - A T h  of Saccharmvces 
cerevisiaea. J. Biol. Chem. 267, 6425-6428. 
Oliver, S.G., y col. (1992). +&%e complete DhM seqimce o$ y e m  
chrurnosomc IZI*. Nature. 357, €57-678. 
&cm, S. y Johnston, M. (1995). ~Gl~icose 8iduction ofhexose imnspolcers 
(Hm) genes in Saccharompces cereiiisiae~. Proceedings of the 17th Int. Conf. 
on Yeast Genetics and Molecular Biology. Lisboa, Portugal. 
- Pedersen, P.L. y Carafolí, E. (1987). don mogive ATPases. I. L%iqtii@, 
propcnies arrd significance to cell-fmctions. ZI .  Energy cozlpling and work 
ottipt<t1~. Trends Biochem. Sci. 12, 146-1 50. 
PerIin, D.S., Bronrn, C.L. y Haber, J.E. (1988). uddembrane potential 
defect in hygrotnyciin B resistam pmal mutants of Sacckamm~~ca eraYsiaea. 
J. Biol. Chem. 263, 181 1&18122. 
Perlin, D.S., Harris, S.L., Seto-Young, D. y Haber, J.E. (1989). 
~Defccive H+-ATPase of hygroycin 5 resistant pmaI mittunts from 
Saccharomyces cerevisiae*. J. Biol. Chem. 264, 21857-21864. 
Portillo, F. y Mazón, M.J. (í986). ~~e Saccharomyces cem.lsae starí 
mittand caqfing the cdc 25 mlttatwn í% defecznie in activation qf plasma 
mmhrane ATPase by glrrcosei~. J. Bacteriol. 168, 1254-1 257. 
Portillo, F., Eraso, P. y Serrano, R. (1991). h l y s i s  qf the regirlatoi 
domain of yemt plasmu rnembrane H+ATPase by direcbed mutagenesis and 
intragenic sitppression~. FEBS lett. 287, 71-74. 
Portillo, F., Larrinoa, I.P. y Serrano, R. (1989). ~Deletion analysis ofyemt 
ptusma menibrane H+ATPase and inrlenbifiea~ion of a replato- domanin at the 
curhqi-terminrus. FEBS letr. 247, 381-385. 
Portillo, F. y Serrano, R. (1988). ~Dksection offUPictional &mains of the 
yeast proton-pxmping ATPase by directed mrttagenesis,,. EMBO J.  7, 1793- 
1798. 
Portillo, F. y Serrano, R. (1989). ~Growth control stregsh and active site of 
yeast plasrna membrane ATPase studied by site-directed mutagenesi~s. Eur. J. 
Biochem. 186, 501-507. 
Purnelié, B., Coster, F. y Goffean, A. (1994). «Yeasb sepeacing reportsu. 
Yeast. 10, 1235-1 249. 
Radloff, R., Bawer, W. y Vinograd, J. (1967). d dye-bidoyant-densizy 
method jbr the detection and Isolution of cbsed circular dupdex DNA: the cbsed 
circzilar DNA in He¡& ceZk». Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 55, 1514-1518. 
Rao, R., Dmmmond-Barbosa, D. y Slayman, C.W. (1993). 
«TrunsctipciouI regrclation by glzicose of the yeast P m l  gme encoding the 
plasma membrane H+-ATPase>>. Yeast. 9, 1075-1084. 
Ronne, H. (1995). &lucme repression in firngi~. TIGS. 1 1 ,  12-1 7. 
Rosa, M.F. y Sa-Correia, 1. (1991). d n  vivo octivation by ethanol ofplmma 
membme ATPase of S. cerevisiue». Appl. Environ. Microbiol. 57, 830-835. 
Rose, M.D., Hieter, P. y Winston, F. (1990). eMethods iiz yeast genetícs, 
a Laboratoq corrrse ~nanual*. Cold SpMng Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor. Nueva York. USA. 
Rose, M.D., Novick, P., Thomas, J.H., Botstein, D. y Fink, G.R. 
(1987). d Sacc~z~rornyces cern-kiue gemmic plusmid bank based on a 
centromere-cont~ining shuttle vectora. Gene. 60, 237-243. 
Rose, M. y Wínston, F. (1984). aldentification of a 5 Ulsertion within the 
coding seguence of the Saccharomyw cerevisiae URA 3 gene*. Mol. Gen. 
Genet. 193, 557-560. 
Rothstein, R. (1985). ~Cioning in Yeastu. Cap. 3 (pp45-46) del libro DNA 
Cloning, Vol. I I  (Glover, D.M., ed). IRL Press. Oxford. England. 
Sambrook, J., Maniaiis, T., y hítsch, E.F. (1982)- clWoleciilur cloníngu. 
Cold Spring Harbor Laboratory Press. Nueva York. EEUU. 
Sanger, F., Niklen, S. y Coulson, A.R. (1977). d N A  segumcing with 
chain-teminuting inhihitom~. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 54635467. 
Scarborough, G.A. y Hemessey, J.P. (1990). direct er~idence for the 
cytoplasmatic lwatiori of the hrH2- und COOH-terminal en& of thc Neuluspora 
crarsa pluma mmbrane H"-ATPaseu. J. Biol. Chem. 265, 532-537. 
Scott, E. W. y Baker, H.V. (1993). AIConcened action of tke transcrfpionai 
actitators REBI, i iAPl  y GCRl in the kigh-lael cxpressidn ot &e g&coZi@ gene 
TPI*. Md. Cell. Biol. 13, 543-550. 
Serrano, R. (1983). «In vivo ghccose actiwation ofthe yeastplasma membrane 
ATPase*. FEBS Lett. 156, 1 1-1 4. 
Serrano, R. (1984). «Plasma membrane ATPme of fin@ andplunts as a novel 
Wpe ofproton pziip». Curr. Top. Cell. regul. 23, 87-126. 
Serrano, R. (1985). nPiama mcmbrane ATPase ofplants and frrngi~. CRC 
Press. Boca Ratón. Florida. USA. 
Serrano, R., Montesinos, C. y Cid, A. (1986). cI4 temperature-sensitive 
mtitant ofthe yeastplasma membrune ATPuse obtained b-Y Ur viCm mutagenesisu. 
FEBS Lett. 208, 143-146. 
Serrano, R. (1988). ~Structure and fidnction qfproton tmnslocating ATPme 
inpla~ma meinhranes ofplaPitr n??dfu~@. Biochim. Biophys. Acta 947, 1-28. 
Serrano, R. (1989). ~Stridcture and fi~nction of plasma memlirane ATPases. 
Annv. Rev. Plant. Pbysiol. Plant. Mol. Biol. 40, 61-94. 
Serrano, R. (1991). «The mofecidar and cellttlar biolugy of the yerzst 
Sacchuromyces cermeMsiae: genome dynarnics, protein synfhesis and energetics~. 
(Broac, J.R., Pringle, J. y Jones, E.W., edc). Coid Spring Harbor 
Labwatory, Cotd Spring Harbor. New York. USA. 
Semno, R., Kielland-Brandt, M.C. y Fínk, G.R. (1985). «Yeasrpima 
mnembrane ATPase is essential for growbk und has homology $vi& (Na" + K*), 
K' and Cai'ATPases*. Nature. 31 9, 689-593. 
Serrano, R. y Portillo, F. (1990). .Cal@t'ydic and regzahtov sites ofyeust 
plasma membrane H+-ATPase stildied by directed mutagenesisrbr. Biochim. 
Biophys. Acta 1018, 195-199. 
Senruio, R., Portillo, F., Monk, 3.C. y Palmgren, M.G. (1992). «me 
regztlatq domain og fimgal and plant piusma memhrane H+-ATPase*. Acta 
Physiol Scand. 146, 131-133. 
Sharp, P.M. y Cowe, E. (1991). c~synonyrnolrs codon wage in Saccharomvces 
cerevisiaes. Y m t .  7, 657-678. 
- Sherman, F., Fink, G.R. y Hicks, J.B. (1986). d4ethodr in yemt genetic*. 
Cold Spring Harbor Laboratory Presc,Cold Spring Harbor. New York. USA 
Sikorski, R.S. y Hieter, P. (1989). eul system of shudtle vectors and yeasr 
hmt strainr designed por effiEient man@zilation of DA54 in Saccharomyces 
cernn&iae». Genetics. 122, 1827. 
Slayman C.L. (1987). u n e  p I a m  memhrane ATPase of Nerdmspom: a 
proton-ptunping electroe~meu. J .  Bioenerg . Biomern br. 1 Q, 1-20. 
Southern, E.M. {1975). dktection of spcific sequences among DNA 
fragmennts separated by gk electrrphorestsli. J. Mol. Biol. 98, 503-517. 
Taylor, J.W., Schmidt, W.,  Cosstick, R., Oluoszckk, A. y Eckstein, F. 
(1989). ~The use nf phosphorothi0a~-modtfied DNA in restriction e q m e  
reactiom to prepare nicked DNA». Nucl. Acids. Res. 13, 87498763. 
Theodoris, G., Fong, N.M., Coons, D.M. y Bisson, L.F. (1994). eHigh- 
c o p ~  sippresssion ofgZ~~cme transport defects by HXT4 and regulatozy elements 
in &e promnters of the IZXT genes in S. cerevlsfae*. Genetics. 137, 957-966. 
- TheveIein, J.M. (1992). a m e  RAS-adenylate qcIase pathway and cell qcle 
control in S. cmetisiaea. Antonie van Leeuwenhoek. 62, 109-130. 
Thierty, A., Fairhead, C. y Dujon, B. (1990). ame complete seqiience qf 
the 8.2kb segment Zefi of MAT on chrommome III rmals ,five Om's. inclirding 
a gen fur a yeast ribofina8e». Y w t .  6, 521 -534. 
Thomas, B J .  y Rothstein, R. (1989). «Eltvated recomhiriation rates in 
transciptionnl& active D W .  Cell. 56, 81 9630. 
Tornow, J., Zeng, X., Gao, W. y SantangeIo, G.M. (1993). 4GCRI, a 
tramcriptional activator in Saccharomyces cerevfiiae, complexes ivith R4PI and 
can fiinction wiZhom i l ~  D2VA binda'vig domaina. EFABO J .  12, 2431 -2437. 
Towbin, H., Stahelein, T. y Gordon, J. (1979). &Iectsoghoretic tranqfer of 
prwteins from po~vac~lamide g l. to nitroce2Iulose sheets*. Proc. Natl. Acad. 
SC~. USA. 76, 4350-4354. 
- Tuduri, P., Nso, E., Dufour, J.P. y Goffeau, A. (1985). idlecreme of the 
plusma memtzrane N+-ATPase actn~ig d~tring late eqonential growth qf S. 
ccrevisiaea. Biochem. Biophys. Res. Cornmun. 133, 917-922. 
- Uemura, H. y Fraenkel, D.G. (1990). cgcr2, a new mutathn afiecting 
gIycolytic gene qression in Succhuromyces cereisisiues. Mol. Cell. Biol. 10, 
6389-6396. 
Ulaszewski, S., HiIgel, F. y Goffeau, A. (1989). +CycIicAMP contmls the 
ptasma membrane ffC-ATPase activip from Saccharomyces cermi,riae». FEBS 
Lett. 245, 131-136. 
Tjlaszewski, S., Van Herek, J.C., Dufour, J.P., Knlpa, J., Nieuwenhuis, 
B. y Goffeau, A. (1987). aA single rnrctutiun confers vanudaate resista~~ce $0
IkepEmma membrizne H'-ATPase ~ m m  the yeast Schiwsacc?iammyc~s pombe~. 
J. Biol. Chem. 262, 223-228. 
Valfejo, C.G. y Serrano R. (1989). d'hysiologv qf mutants with reduced 
expmsion of plasma menibrane H+-ATPasea- Yeast. 5, 307-31 9. 
Vieira, J. y Nessing, J. (1982). cíl%e pUC plusmi&, un M13mp7 rledved 
Wtem for insertiofi mirtagenesir md seguencing widh spthetic ~rnivejs~l 
ptimerss. Gene. (Amst.). 19, 259268. 
Wach, A*, Schlesser, A. y Goffeau, A. (1992). ñAn ulignment of 17 
deduced protein sequences fiom pZant, fungi und cilinte ¡Y+-ATPwe genes*. J. 
Bioenerg. Biomembr. 24, 309317. 
Walsh, M.C., Smits, H.P., SchoIte, M. y Van Darn, R. (1994). rAflhi5 
of giwosr irunsport in Saccharomyca cerevfiiae i3 modulated during growth on 
gliicosru. J. Bacteriol. 176, 953-958. 
Ward, A.C. (1990). «Single-sep pnrificution qfsh~r~tle  veciom fmin yemt of 
high frequency hack-transformation intu E. culi~. Nucl. Acids. Res. 18, 531 9. 
Yanisch-Perron, C., Vieira, 3. y Messing, J .  (1985). rrlmprmedM13phage 
cloning vectors and hust strains: ntrcleotide sequences of the M13mp18 ypUC29 
vectorm. Gene. (Amst.). 33, 103-1 19. 
Zaret, K.S. y Sherman, F. (1982). ~Dh34 sequence reqztired .for eficient 
trunscn'ption termination in yeast~. Cell. 28, 563-573. 

